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Introducción
1. INTRODUCCIÓN
Esta Tesis Doctoral trata sobre el Estudio Teórico de la Hidrólisis de Esteres Fosfato catalizada por la Superfamilia de la Fosfatasa Alcalina, así como de un análisis de la promiscuidad enzimática dentro de esta 
familia. Ahora bien, ¿qué son y qué importancia tienen los ésteres fosfato?, ¿cómo de 
importante es esa familia de enzimas?, ¿qué es la promiscuidad enzimática? En 
definitiva, ¿cuál es el interés en abordar este estudio? A continuación se presenta una 
introducción que permitirá entender el porqué y el para qué de la presente Tesis 
Doctoral.
El fósforo es un elemento esencial para todas las formas de vida y, más 
concretamente, los ésteres fosfato (o fosfoésteres) son la base vital de cualquier 
organismo. Los ésteres fosfato se forman cuando los iones fosfato condensan con 
compuestos orgánicos hidroxilados. Se conocen monoésteres, diésteres y triésteres, 
aunque estos últimos merecen un capítulo aparte ya que son exclusivamente de origen 
sintético (Esquema 1.1).
HP04" +  ROH »(RO)POj~ +  H20  Monoéster fosfato
H2PO; +  2ROH-------- >(RO)2PO¡ +  2H20  Diéster fosfato
H3P04 +  3ROH--------->(R0)3P 03 +  3H20  Triéster fosfato
Esquema 1.1
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Los papeles biológicos que desem peñan los ésteres fosfatos form an una larga 
lista aunque podemos destacar los más relevantes:1
•  Si el éster fosfato se condensa con la adenosina (form ada a su vez por la 
condensación del azúcar ribosa y la base nitrogenada adenina) se obtiene un 
nucleótido, en este caso, fosfato de adenosina. Si el anión fosfato es un ión difosfato o 
trifosfato se form a ADP o ATP, respectivam ente. Estas moléculas representan los 
almacenes de energía utilizable en la célula (Figura 1.1).
•  Los nucleótidos pueden condensarse entre sí dando cadenas poliméricas de un 
diéster, como los ácidos nucleicos. Los ácidos ribonucleico, ARN, y desoxiribonucleico, 
ADN, son polinucleótidos poliméricos (Figura 1.2), macromoléculas que form an parte
A nión Trifosfato
OH OH
A den in a
Ribosa
A denosina  
Figura 1.1: Adenosín trifosfato (ATP).
de todas las células y contienen la información genética em pleada en el desarrollo y el 
funcionam iento de los organismos vivos conocidos.
Adenina
Citosina
Guanina
A > Timina
Figura 1.2: Fragmento de una cadena simple de ADN.
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•  La m ayor parte de los lípidos son fosfolípidos, donde la glicerina esterifica dos 
de sus tres grupos OH con ácidos grasos y el tercero se condensa con un grupo fosfato  
unido a su vez a otra molécula hidroxílica. Los fosfolípidos son el com ponente esencial 
en la form ación de las membranas celulares (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Representación de una membrana lipídica en la que se observan los fosfolípidos 
(arriba). Abajo se representa esquemáticamente la estructura de un fosfolípido.
•  Si dos grupos OH de la ribosa condensan con el ión fosfato se form a un 
nucleótido cíclico como el c-AMP o el c-GMP (Figura 1.4). Estos tipos de moléculas son 
los llamados segundos mensajeros (generados tras la interacción de una hormona con 
un receptor y encargados de unirse y activar a otras enzimas) y son vitales en la 
señalización celular.2
(cAMP) o guanina (cGMP)
Glicoproteína
Colesterol
Cola
hidrofóbica
\
Poro o canal
Proteínas de 
membrana
Cabeza Hidrofílica 
FOSFOLÍPIDO
adenina
Figura 1.4: Representación de los nudeótidos cíclicos c-AMP y c-GMP que actúan como 
segundos mensajeros.
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•  Aunque se trate de fosfato inorgánico, no podemos obviar que cualquier 
estructura del esqueleto (huesos, dientes, etc.) está formada por fosfato de calcio 
(entre otros componentes).
Los ésteres fosfato son la base de moléculas que, por un lado, tienen una 
elevada estabilidad química (el tiempo de vida media de la hidrólisis en agua del ADN 
son 31 millones de años)3 pero por otro lado, reaccionan con facilidad en el interior de 
los seres vivos (la enzima Yersinia fosfotirosina fosfatasa presenta una kcat de 1000 s' 
x).4 Estas serían, sin lugar a duda, las características fundamentales de la química de los 
fosfatos y las que explican la multitud de procesos biológicos en los que están 
implicados. Funciones que no las desempeña ningún otro éster de oxácido de otro 
elemento de la Tabla Periódica,1 aunque cabe mencionar el relevante hallazgo 
obtenido recientemente por un grupo de investigadores de la NASA. Wolfe-Simon y 
colaboradores han descubierto el primer microorganismo terrestre capaz de 
desarrollarse y reproducirse en medios ricos en arsénico, un elemento de alta 
toxicidad.5,6 El arsénico posee ciertas similitudes químicas con el fósforo (radio 
atómico, electronegatividad, compuestos más relevantes...) que podrían explicar un 
posible intercambio entre ambos. Este descubrimiento ha abierto una puerta hacia 
posibles nuevas formas de vida desconocidas,5 sin embargo estos resultados necesitan 
todavía ser contrastados por la comunidad científica para se concluyentes.6
La explicación a este aparentemente paradójico comportamiento de los ésteres 
fosfato subyace en el poder catalítico de algunas enzimas para formar y romper 
enlaces P-OC y P-OP rápidamente. De esta forma podemos llegar a entender cuán 
importantes son las enzimas que catalizan la hidrólisis de enlaces donde los fosfatos 
estén implicados. Por un lado, son las enzimas que presentan mayores constantes de 
velocidad (capaces de aumentar la velocidad unas ~1021 veces respecto a la reacción 
no catalizada), y por otro, los sustratos que catalizan suelen tener funciones vitales.1
Ahora la cuestión es ¿cómo son capaces dichas enzimas de catalizar la hidrólisis 
de unas moléculas tan estables químicamente? Los ésteres fosfato tienen distinta 
carga en función de si son monoésteres (carga neta -2 u.a.), diésteres (-1 u.a.) o 
triésteres (0 u.a.). La repulsión electrónica entre un nucleófilo como el ión hidroxilo
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(OH ) y un mono- o diéster será importante y una de las claves para entender cómo las 
enzimas son capaces de catalizar la reacción será explicar cómo facilitan que el 
nucleófilo se acerque al sustrato. La reacción de hidrólisis de ésteres fosfato puede 
tener lugar a través de cuatro tipos de mecanismos distintos (Figura 1.5).7'11 Estos 
mecanismos pueden ser concertados o por etapas y, a su vez, pueden ser asociativos o 
disociativos.
Así, en un mecanismo concertado disociativo (DNAN según la nomenclatura IUPAC) la 
ruptura y formación de enlaces tiene lugar en un solo paso y la reacción pasaría por un 
único estado de transición en el que la rotura del enlace con el grupo saliente estaría 
avanzada mientras que la formación del nuevo enlace con el nucleófilo no lo estaría. 
En un mecanismo disociativo por etapas (DN + AN), la rotura del enlace con el grupo 
saliente precede al ataque nucleofílico y la reacción procede a través de intermedios 
con estructuras de tipo metafosfato (POJ). Otro mecanismo viable sería un 
mecanismo concertado asociativo (ANDN) que transcurriría a través de un único estado 
de transición en el que la formación del nuevo enlace estaría avanzada mientras que 
apenas habría progresado la rotura del enlace con el grupo saliente. Por último, la 
cuarta posibilidad consiste en un mecanismo asociativo por etapas de adición- 
eliminación (An + Dn) en el que el ataque nucleofílico se produce antes de la ruptura 
del enlace entre el fósforo y el grupo saliente con formación de intermedios en los que 
aparecen estructuras pentavalentes del fósforo. Numerosos estudios experimentales y 
teóricos de la hidrólisis de ésteres fosfato en disolución acuosa demuestran que los 
diésteres reaccionarían mediante un mecanismo ANDN.11-13 La hidrólisis de los 
monoésteres, en cambio, tendría lugar a través de un mecanismo disociativo.14'17 Sin 
embargo, el mecanismo puede depender también de la naturaleza del grupo saliente: 
grupos salientes muy reactivos, con bajos pKa, reaccionarán mediante un mecanismo 
de tipo Dn + An, mientras que grupos salientes más básicos lo harán a través de un 
mecanismo concertado ANDN.9 Además, hay que tener en cuenta que la interpretación 
de datos experimentales tales como efectos cinéticos isotópicos (KIEs) o relaciones 
lineales de energía libre (LFER) no es unívocos en el caso de la reactividad de una 
especie como el fósforo, que puede implicar hasta cuatro estados diferentes (ver
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Figura 1.5: Posibles mecanismos de hidrólisis de ésteres fosfato por un anión hidroxilo.
Otra manera de representar los diferentes mecanismos de hidrólisis consiste en 
utilizar un diagrama de M ore O'Ferrall- Jencks18,19 en el cual se representa la evolución 
del sistema reactivo en térm inos de dos coordenadas de reacción (u órdenes de 
enlace), la distancia que se va a rom per, P-grupo saliente, y la distancia que se va a 
form ar, P-nucleófilo (Figura 1.6). La coordenada de compresión (correspondiente a la 
suma de las dos distancias) perm itiría pasar gradualm ente de uno a otro m ecanism o.12
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Figura 1.6: Diagrama M ore O'Ferrall-Jencks de los posibles mecanismos de hidrólisis de un 
éster fosfato.
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La superfamilia de las Fosfatasas Alcalinas (AP, Alkaline Phosphatasé) son un 
grupo de enzimas que catalizan la hidrólisis de monoésteres fosfato, diésteres fosfato, 
monoésteres sulfato y fosfitos, entre otros compuestos en medio básico.20'22 Como 
miembros de esta superfamilia encontramos fosfatasas, fosfodiesterasas, 
fosfoglicerato mutasas, fosfopentomutasas y sulfatasas.
La Fosfatasa Alcalina propiamente dicha (que da nombre a la superfamilia) 
cataliza preferentemente la hidrólisis de monoésteres fosfato aunque muestra cierta 
actividad secundaria catalizando la hidrólisis de diésteres fosfato, monoésteres sulfato 
y fosfotioatos.21,23'28 La capacidad de catalizar reacciones secundarias se denomina 
promiscuidad catalítica. Otro miembro de la superfamilia que presenta una alta 
similitud estructural con la Fosfatasa Alcalina es la Nucleótido Pirofosfatasa 
Fosfodiesterasa (NPP, Nucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase). La NPP es una 
enzima promiscua y cataliza preferentemente diésteres fosfato pero también es capaz 
de hidrolizar monoésteres fosfato y sulfatos.23'25,27 Esta complementariedad indica que 
la AP y la NPP son dos miembros de la superfamilia AP relacionados evolutivamente y 
que podrían haberse formado divergentemente a partir de un ancestro común.27 En 
una de las posibles teorías, el ancestro común sería una enzima muy similar a la AP.27 
Ésta habría sufrido mutaciones que aumentaron su actividad diesterasa y con el paso 
del tiempo, esta actividad secundaria se habría perfeccionado formándose así lo que 
hoy en día sería la NPP.27,29 La promiscuidad catalítica de la AP y la NPP podría facilitar 
la evolución de nuevas enzimas por duplicación genética. Es por ello de gran interés 
determinar esta habilidad para entender el proceso evolutivo pasado y el potencial 
evolutivo futuro. Así, en la presente Tesis Doctoral vamos a estudiar las reacciones de 
catálisis enzimática de la AP y de la NPP. De esta forma pretendemos encontrar qué 
factores determinan que cada enzima prefiera catalizar un tipo de sustrato y cómo 
tiene lugar la discriminación.
Un ejemplo sorprendente de cómo las enzimas son capaces de adaptarse 
evolutivamente a su entorno es el caso de la Fosfotriesterasa (PTE, 
Phosphotriesterase). Esta enzima cataliza la hidrólisis de triésteres fosfato, más 
concretamente organofosfatos como el Paraoxon y sus derivados.30,31 Estas moléculas 
fueron creadas sintéticamente por el hombre a mediados del siglo XX para ser usadas
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como pesticidas en plantaciones agrícolas contra plagas de insectos.32'33 Son potentes 
pesticidas que actúan sobre el sistema nervioso central (inhiben la enzima 
Acetilcolinesterasa y provocan un efecto devastador a través de la estimulación 
continua de músculos y glándulas) siendo éste su eficaz modo de acción sobre los 
insectos. La PTE fue aislada a partir de la bacteria Pseudomonas diminuta, que se 
encontraba en los lodos cercanos a las plantaciones agrícolas tratadas con estas 
moléculas.30 Se descubrió que biodegradaba los restos de pesticidas sin conocérsele 
hasta ahora ningún otro sustrato natural. La presión evolutiva había adaptado a una 
enzima precursora que no catalizaba triésteres fosfato y la había transformado en una 
enzima útil capaz de biodegradar pesticidas y limpiar el medio ambiente.34,35 La PTE no 
pertenece a la superfamilia AP, no obstante presenta ciertas similitudes estructurales. 
Fundamentalmente, la presencia de dos iones zinc en su centro activo, que 
desempeñarían las mismas funciones que éstos en la superfamilia AP.36'37 Además, al 
tratarse de una fosfotriesterasa hemos creído interesante estudiarla para completar el 
estudio teórico de la hidrólisis enzimática de ésteres fosfato.
A continuación, con la finalidad de facilitar la comprensión, el lenguaje y la 
nomenclatura que utilizaremos de ahora en adelante al hablar de las diferentes 
enzimas que hemos estudiado, se ha dedicado una sección explicativa a los 
fundamentos teóricos de la Cinética Enzimática, la Promiscuidad Enzimática y las bases 
de la Mutagénesis. Posteriormente, se presenta un apartado donde se explican cada 
una de las enzimas que se han estudiado en este trabajo.
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1.1. Enzimología
Las enzimas son catalizadores biológicos que permiten a los organismos llevar a 
cabo reacciones en escalas de tiempo compatibles con la vida.38 Las enzimas son 
capaces de acelerar las reacciones químicas del orden de 106 a 1020 veces respecto a la 
misma reacción en disolución acuosa. Estos catalizadores no solo son muy eficientes 
sino que tradicionalmente se han considerado también como altamente específicos.38
Como ya se ha comentado anteriormente, la presente Tesis Doctoral se centra 
en el estudio teórico de la hidrólisis de ésteres fosfato en la superfamilia de la 
Fosfatasa Alcalina. Más concretamente, en la Fosfatasa Alcalina (AP) y en la Nucleótido 
Pirofosfatasa Fosfodiesterasa (NPP), además también se abordará el estudio en una 
Fosfotriesterasa (PTE). En este apartado se hará una breve introducción a los 
fundamentos de la enzimología pasando a continuación a describir cada una de las 
enzimas.
1.1.1. Cinética Enzimática
El modelo cinético más sencillo empleado para entender los procesos 
enzimáticos fue el propuesto en 1913 por Leonor Michaelis y Maud M enten39 y está 
basado en el siguiente esquema:
1^ c^at
E  +  S <=> ES  ->  E  +  P  (1.1)
k- \
La reacción catalítica se divide en dos etapas. Inicialmente, la enzima (E) y el sustrato 
(S) se combinan para formar un complejo enzima-sustrato (ES). En esta etapa 
reversible, y generalmente rápida, no tiene lugar ningún cambio químico; la enzima y 
el sustrato se encuentran unidos por interacciones no covalentes. En un segundo paso, 
tiene lugar la reacción química con la consecuente formación de los productos (P) y la 
enzima libre, ki y k_i son las constantes de velocidad para los procesos directo e
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inverso de formación del complejo ES, y kcat es la constante de velocidad de la reacción 
química y se supone irreversible. Muchas enzimas han desarrollado tal eficiencia que la 
constante de velocidad se aproxima o supera al límite de difusión.40 Es decir, en 
algunos casos la etapa química es tan rápida que la difusión de los reactivos (o 
productos) deviene la etapa limitante de la velocidad 40
El concepto del complejo enzima-sustrato es la piedra angular de la cinética 
enzimática y de nuestro entendimiento de la catálisis enzimática. Este complejo suele 
ser llamado Complejo de Michaelis (MC, Michaelis Complex). El centro activo de una 
enzima es la región tridimensional por donde se une el sustrato, y se caracteriza por 
poseer aquellos grupos funcionales que determinan la afinidad, la especificidad y la 
capacidad de transformar químicamente al mismo. Cabe destacar que en muchos 
casos, las cadenas laterales que forman el centro activo forman parte de aminoácidos 
distantes en las secuencias proteicas, o incluso pertenecientes a diferentes cadenas, 
pero que tras el plegamiento de la proteína quedan en posiciones cercanas. Por 
supuesto que existe también un complejo enzima-producto (EP) pero en este 
mecanismo se supone que la disociación EP es rápida y por lo tanto no se acumulará 
concentración del complejo EP, permitiendo ignorar esta etapa.
Con el fin de expresar la ecuación de velocidad en términos de magnitudes
conocidas, como la concentración de sustrato, [S], y la concentración de enzima
añadida inicialmente, [E]0, en el año 1925 Bríggs y Haldane41 aplicaron el concepto de 
estado estacionario a las ecuaciones cinéticas derivadas de (1.1). Poco tiempo después 
de hacer la mezcla de enzima y sustrato, la velocidad de formación del complejo ES, 
ki[E][S], se hace igual a la velocidad de descomposición, (k.i+kcat) [ES]. De esta forma la 
concentración del complejo se mantiene constante con el tiempo. Es durante este 
periodo de estado estacionario cuando se hacen las medidas experimentales. De esta 
forma:
k ^ W ^ k ^ E S ^ k ' J E S ]  (1.2)
Por otra parte, podemos expresar la concentración de enzima libre como:
[£ ]  =  [ £ ] „ - [ £ ? ]  (1-3)
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Sustituyendo en la ecuación (1.2):
* , m .  -  [ES])[S ] =  (kcal +  k_, )[ES] (1.4)
Despejando la concentración de complejo enzima-sustrato, [ES], y teniendo en 
cuenta la ecuación de la velocidad de la etapa de formación de productos (v  =  kcal[ES] 
), tenemos que:
i m - -  ™ ry i , , 5 ,
kca, + * - ! + * ! [ £ ]
v K a M E ] 0[S] ^ [ £ ] q [ 5 ]
* - + * - i + * i P ]  K U + [ S ]
Donde KM se conoce como la constante de Michaelis-Menten,
(1.7)
La velocidad de las reacciones enzimáticas, es decir, el aumento de la 
concentración de productos con el tiempo, d[P]/dt, o la disminución de la 
concentración de sustrato con el tiempo, d[S]/dt, tiende a un límite (velocidad 
máxima, vmax), independiente de la cantidad de sustrato, a medida que la cantidad de 
éste aumenta. Esto es lo que se conoce como el fenómeno de saturación. Si 
observamos la ecuación (1.6), a concentraciones elevadas de sustrato la concentración 
de sustrato será mayor que la constante de Michaelis-Menten ([S ]» K M) y la velocidad 
se podrá expresar como:
vma* = kcÁE \  (1-8)
Sustituyendo esta expresión en la ecuación (1.6), se obtiene finalmente que:
K m +[ S)
(1.9)
expresión conocida como ecuación de Michaelis-Menten, que representa la ecuación 
de velocidad para una reacción de un solo sustrato catalizada enzimáticamente. La 
representación de la velocidad frente a la concentración de sustrato, [S], es una 
hipérbola rectangular (Figura 1.7). Cuando la concentración de sustrato crece la 
velocidad tiende a la velocidad máxima.
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C o n c e n tra c ió n  d e  s u s tra to  [S]
Figura 1.7: Representación de la velocidad de reacción v, en función de la concentración de 
sustrato [S] para una reacción que obedece la cinética de Michaelis-Menten. KM es la 
constante de Michaelis.
kcat es la constante cinética que define la capacidad del complejo ES, una vez 
form ado, de generar P. Representa el máximo núm ero de moléculas de sustrato que 
son convertibles a productos por centro activo y por unidad de tiem po (s'1).
Km es la constante de M ichaelis-M enten y es la concentración de sustrato para 
la cual v=vmax/2 , y por tan to  tiene dimensiones de concentración y representa la 
relación de concentración de enzima libre, sustrato y com plejo ES en las condiciones 
del estado estacionario.
A concentraciones bajas de sustrato, se cumple que [S ]« K M, y la m ayor parte 
de la enzima se encuentra de form a libre. Por tanto [E]0= [E] y la ecuación (1.6) puede 
escribirse como:
La relación kcat/KM equivale a una constante cinética de segundo orden para la 
reacción entre la enzima y el sustrato libres, es decir, la velocidad depende de la 
frecuencia con que la enzima y el sustrato colisionan los unos con los otros. Por tanto, 
kCat/l<M se relaciona con la eficacia catalítica de las enzimas y no puede superar a la 
frecuencia de las colisiones gobernadas por la difusión. Por último, kcat/K M tam bién
( 1.10)
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puede llamarse constante de especificidad, porque permite1 comparar el grado de 
discriminación de una enzima por distintos sustratos.
En la Figura 1.8 se muestra un diagrama de energía libre para una reacción 
enzimática y la correspondiente reacción no catalizada en disolución acuosa. Como ya 
se ha comentado, en la reacción catalizada la enzima y el sustrato se unen inicialmente 
para formar el complejo de Michaelis, MC, con una energía libre asociada llamada
energía de binding ( A G ^ d ). Esta energía libre se encuentra relacionada con la
constante de Michaelis ( A G $^ = R T In K M donde T es la tem peratura y R la constante de 
los gases ideales). A continuación tiene lugar la reacción catalizada enzimáticamente 
que presenta una barrera de energía libre (AG*cot) para dar tugar a los productos. A 
partir de la Teoría del Estado de Transición (TST),43 se puede predecir 
cuantitativamente la velocidad de las reacciones químicas, siendo la constante de 
velocidad de esta etapa enzimática:
ka , =  ^ f e x p ( ~ & G l / R T )  (1.11)
h
donde kB es la constante de Boltzmann, T es la tem peratura, h es la constante de 
Planck, AG*cat es la energía libre de activación de la reacción catalizada y R es la 
constante de los gases ideales.
Por otro lado, la energía libre de activación asociada a la ecuación (1.10), esto 
es, la energía necesaria para dar lugar a los productos partiendo de la enzima y el 
sustrato libres, sería A G XE =  A G j^  + A G*a, •
En disolución, la reacción tiene lugar partiendo de los reactivos por separado y 
completamente solvatados. La barrera se denomina en este caso energía libre de 
activación de la reacción no catalizada, AG*nocat, asociada a la constante de velocidad 
knocat- El aumento de velocidad o aceleración de la reacción catalizada suele expresarse 
mediante el cociente, kcat/knocat/38 es decir, por la reducción de AG*cof comparado con
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Figura 1.8: Diagrama de energía libre para una reacción enzimática (línea roja) comparada 
con la correspondiente reacción en disolución acuosa (línea azul). Figura adaptada de la re f .43
De acuerdo con la Figura 1.8, la reducción de la energía libre de activación 
puede expresarse en térm inos de energía libre de binding  de reactivos y del TS como:
-  A G Í, = AGs*1  -  A g ;L  (112)
Si se obtiene una aceleración de la reacción por parte de la enzima, la parte de
T Sla izquierda de la ecuación 1.12 será positiva. Para ello, la magnitud A G Binc¡d e b e  ser
AAC*
mayor, en valor absoluto, que A G Bi„d . Es decir, la enzima debe presentar una mayor 
afinidad por el TS que por los reactivos.
Como ya se ha com entado, la capacidad de las enzimas de acelerar la velocidad 
de reacciones químicas es espectacular. El poder catalítico de las enzimas se basa 
fundam entalm ente en rebajar la energía de activación de la reacción respecto a su 
valor en disolución acuosa. Como propuso Pauling en el 1946,44,45 una enzima está 
diseñada para ser com plem entaria a la geom etría del estado de transición (TS). Desde 
la hipótesis de Pauling, algunos investigadores explican que la disminución de la
barrera de activación de una reacción catalizada por una enzima respecto a la misma
reacción en disolución acuosa es debida a la estabilización preferencial del TS sobre el 
M C .46' 52 Sin em bargo, otros autores centran su atención en la form ación del MC.
KÍC'
A G Bind puede contener una contribución energética im portante debido al cambio en
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la geometría del sustrato tras pasar de una estructura de reactivos donde los 
fragmentos se encuentran separados y totalmente solvatados, a una geometría donde 
los reactivos se encuentran en contacto y en la orientación adecuada para 
reaccionar.53'71 Considerando un estado intermedio imaginario en disolución que 
corresponde a una estructura similar al MC en la enzima (MCS), la energía libre de 
binding del MC puede expresarse como,
A G £ = A G r  + A G £  (1.13)
donde A e s  la energía libre requerida para obtener el MCS en disolución a partir
de los reactivos separados por moléculas de disolvente, mientras que AGg1^  es la 
energía de binding de la estructura MCS. Sustituyendo la ecuación 1.13 en la 1.12,
A G L , ~ A G Í = A G Í“  + A G ¡S -  AGJL (1.14)
Como A e s  positiva, una reducción en la energía libre de activación de la 
enzima ( AGnocat -  AGcat >  0 )  puede obtenerse incluso si la enzima presenta una 
mayor afinidad por el MC que por el TS. Por tanto, siguiendo esta idea, la clave de la 
catálisis podría estar en la preorganización del sustrato que será favorable en la enzima
pero tiene un coste energético en disolución ( A G ^ £5 ), así como en la mayor afinidad 
de la enzima por el TS.
Tal como se ha expuesto, se puede clasificar las teorías más conocidas de la 
catálisis enzimática en dos grupos: las teorías relacionadas con la estabilización del TS y 
las teorías relacionadas con la preorganización del sustrato. En consecuencia, las 
cuestiones que suscitan mayor interés son cómo tiene lugar la estabilización del TS y 
cómo tiene lugar la preorganización del sustrato. Como respuesta a estas preguntas se 
han propuesto diferentes teorías.
•  Estabilización electrostática:47'49,50 La catálisis enzimática se atribuye a la 
estabilización electrostática del TS generada por los residuos que se encuentran 
alrededor del centro activo. Aparentemente, las enzimas pueden crear micro-entornos 
los cuales promueven, mediante su potencial electrostático, los cambios en las cargas
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durante las correspondientes reacciones. El dipolo creado por el entorno se 
encontraría preorientado para estabilizar las cargas del TS. Existiría, por lo tanto, una 
reorganización mínima por parte de la enzima al pasar de reactivos hacia el TS. En 
cambio, en disolución acuosa, la reorganización del disolvente es mayor y esto lleva 
asociado un coste energético para orientar el disolvente conforme a la configuración 
del TS.
•  Enlaces de Hidrógeno de Barrera Baja: Un enlace de hidrógeno de barrera baja 
corresponde a un enlace de hidrógeno corto y fuerte entre dos bases o entre dos 
heteroátomos. El átomo de hidrógeno puede moverse libremente entre ambos, a 
través de enlaces de tipo covalente. La formación de este tipo de enlace no tienen 
lugar en disolución.51'52 Por lo tanto, la estabilización energética del TS estaría debida a 
este tipo de enlace y sería responsable de la catálisis enzimática.
•  Efecto 'Near Attack Conform aron' (NAC):54"56 Según esta hipótesis el estado de 
reactivos debe pasar a través de una conformación activada (NAC) para alcanzar el TS. 
El papel de la enzima sería disminuir la energía libre de activación mediante el 
incremento de la probabilidad de encontrar estructuras de tipo NAC.
•  Factor de Tensión:57 La enzima puede inducir una tensión o una distorsión en 
un enlace de la molécula del sustrato, provocando una desestabilización del mismo en 
el MC y determinando que la ruptura de dicho enlace sea más fácil.
•  Desolvatación: Aquellos centros activos enzimáticos no polares pueden 
catalizar reacciones por desolvatación de reactivos los cuales son estabilizados 
fuertem ente en la correspondiente reacción en disolución.57"62
•  Orientación orbital:63"66 Desde el punto de vista de los orbitales moleculares, el 
sustrato y el grupo catalítico de la enzima no solamente deben hallarse próximos, sino 
también debe existir una orientación orbital adecuada. Es decir, debe haber una 
orientación precisa del sustrato y del grupo catalítico de la enzima, uno respecto al 
otro, de modo que sus orbitales de enlace se alineen en la forma adecuada para la 
obtención del TS.
•  Factores entrópicos:53,57'67"71 La enzima favorecería la reacción al reducir los 
grados de libertad de reactivos ya que existe una restricción de la configuración de 
reactivos por parte de la enzima fijándolo en su centro activo mediante interacciones
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específicas. Dentro de estos factores podría encontrarse el térm ino AGcrát¡ca, definido 
como la energía libre necesaria para acercar y orientar los fragmentos que van a 
reaccionar.
•  Efecto Túnel:72,73 Este efecto jugaría un papel importante en ciertos procesos 
enzimáticos como reacciones de transferencia de hidrógeno. La probabilidad de 
reacción por túnel en medio enzimático sería mucho mayor que para la reacción en 
disolución acuosa.
» Efectos Dinámicos:74'76 Según estos efectos, las enzimas pueden acelerar 
reacciones mediante fluctuaciones especiales de la proteína que favorecerían la 
formación del MC y activarían la reacción. En cambio, en disolución acuosa los 
movimientos de las moléculas de agua son fundamentalmente aleatorios.
Posiblemente ninguno de los factores puede, por sí solo, responder de la 
actividad catalítica completa de todas las enzimas, y quizás para cada enzima haya una 
combinación de factores específica, responsable de la aceleración global de la 
velocidad de reacción.
1.1.2. Promiscuidad Enzimática
En general, las enzimas se definen como catalizadores con una alta 
especificidad de sustratos y hacia las reacciones que catalizan.57,77 Sin embargo, este 
paradigma parece estar cambiando conforme se conocen mejor las características 
evolutivas de las enzimas. Así, se define como promiscuidad enzimática a la capacidad 
de algunas enzimas de catalizar una misma reacción a partir de distintos sustratos, 
promiscuidad de sustrato, o bien la capacidad de catalizar reacciones distintas a 
aquélla para la que la enzima está especializada, promiscuidad catalítica.78
Para que una enzima lleve a cabo la catálisis de una determinada reacción 
química debe de ser capaz de estabilizar el estado de transición (TS) de la reacción. 
Esto se consigue mediante las interacciones de los sustratos con los grupos funcionales 
presentes en el centro activo de la enzima, orientándose de tal forma que se crea un
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entorno electrostáticamente favorable para el estado de transición. Sin embargo, es 
fácil de entender que con el elevado número de grupos funcionales que pueden crear 
interacciones estabilizadoras en los centros activos, pequeños cambios de orientación 
de éstos puedan llevar a catalizar reacciones alternativas, produciéndose el fenómeno 
de la promiscuidad enzimática.78
El gran interés que ha suscitado hoy en día comprender la promiscuidad 
enzimática subyace en la estrecha relación que ésta tiene con el diseño de nuevos 
catalizadores y con la evolución. Las enzimas promiscuas muestran adaptabilidad 
evolutiva.79 Como afirmó Jensen en 1976, en contraste con las actuales y 'modernas' 
enzimas, las enzimas primitivas eran poco específicas.80 Esta versatilidad catalítica 
requería menos enzimas para llevar a cabo la multitud de funciones que demandaban 
los organismos de antaño. Sin embargo, los genes pueden duplicarse de forma que el 
gen original permanecía intacto mientras que los genes copias generados podían 
evolucionar a genes más especializados y eficientes.29,79 De esta forma, la 
promiscuidad enzimática que presentaban las enzimas más primitivas se fue 
transformando, a través de la divergencia evolutiva, en diferentes enzimas más 
específicas, todas ellas provenientes de un ancestro común. Estas enzimas que 
proceden de un ancestro común se denominan homologas,81 y los procesos de 
duplicación genética basados en la divergencia han dado lugar a lo que se conoce hoy 
en día como las superfamilias de enzimas.24,79 Las superfamilias de enzimas engloban 
generalmente grupos de enzimas que poseen elevadas similitudes estructurales y de 
secuencia que sugieren un origen evolutivamente común entre ellas.24,29 Además, los 
miembros de una superfamilia tienen siempre algún atributo mecanístico común entre 
ellos, bien sea, una reacción parcial, un intermedio de reacción o un estado de 
transición.82
En la presente Tesis Doctoral se han estudiado dos enzimas de la superfamilia 
de la Fosfatasa Alcalina: la AP propiamente dicha y la NPP. Dentro de esta gran 
superfamilia, existen más miembros que poseen promiscuidad enzimática pero 
nosotros nos hemos centrado en estas dos enzimas.21,23'25,27,83 Ambas enzimas son 
capaces de catalizar la hidrólisis de mono y diésteres fosfato, siendo preferentemente 
la AP una monoesterasa y la NPP una diesterasa. Tal como veremos en el apartado de
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Resultados, uno esperaría que la catálisis en cualquiera de estas dos enzimas fuese 
sensible a la naturaleza del estado de transición, y que esto marcase un mecanismo u 
otro. Sin embargo, el mecanismo de naturaleza disociativa encontrado en ambas 
enzimas deja patente que son otros factores los que entran en juego en la 
promiscuidad de estas enzimas y que, por lo tanto, deberíamos de hablar de 
promiscuidad de sustrato y no de promiscuidad catalítica. Visto desde otra 
perspectiva, se podría afirmar que una consecuencia de la promiscuidad ha sido la de 
crear superfamilias que catalizan distintos sustratos con el mismo patrón mecanístico. 
Estos factores serán discutidos y analizados en el apartado Resultados.
1.1.3. Mutagénesis
La mutación de una enzima implica que al menos uno de los aminoácidos que 
componen su estructura se cambia por otro aminoácido. ¿Qué consecuencias puede 
tener este cambio? En general, la mutación de un aminoácido que se encuentre 
relativamente alejado del centro activo no tiene por qué implicar en principio un 
cambio en el comportamiento cinético de la enzima, aunque puede afectar a su 
estructura y con ella su función, su flexibilidad o su estabilidad. De hecho, existen 
ejemplos de mutaciones distantes que provocan un cambio importante en las 
constantes catalíticas.84 Sin embargo, cambiar algún aminoácido que forme parte del 
centro activo de la enzima tiene una alta probabilidad de afectar a la reacción química 
e incluso puede desactivar la enzima.
La mutagénesis representa una potente herramienta para entender a fondo la 
importancia de determinados aminoácidos de una enzima. De hecho, si una 
determinada mutación conduce a una drástica disminución de la actividad catalítica de 
la enzima indica que dicho aminoácido mutado desempeñaba un papel fundamental 
en la catálisis. Esta técnica se denomina mutagénesis dirigida {site directed 
mutagénesis)85,86 y se puede simular con las técnicas de la Química Teórica. A nivel 
experimental se pueden obtener cómo se ven modificadas las constantes cinéticas 
mientras que a nivel teórico-computacional podemos dar un paso más: estudiar cómo
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afectan las mutaciones a las interacciones establecidas en el estado de transición. La 
mutagénesis computacional nos permite 'ver7 cómo se comportan y porqué, las 
mutantes generadas en el laboratorio e incluso predecir cuáles pueden ser de interés.
Tanto desde un punto de vista experimental como teórico, existe una gran 
variedad de posibilidades para elegir la mutación que se quiere estudiar, pero en 
ambos casos hay ciertas reglas a seguir con el fin de minimizar la reorganización de la 
estructura de la enzima, tanto local como globalmente. Como regla general, la 
mutación ideal es aquella que no provoca una 'disrupción' o reorganización 
importante de la estructura de la enzima.81 De otro modo, la reorganización o 
distorsión de la estructura vendría acompañada de cambios energéticos difícilmente 
predecibles que complicarían el análisis de los cambios debidos a la mutación.
Particularizando, se pueden enumerar las siguientes reglas81:
1. Es preferible siempre borrar parte de una cadena a aumentar el volumen 
de ésta, especialmente en el interior de la enzima. Cualquier incremento en el 
volumen de una cadena implica directamente una distorsión en la estructura de la 
enzima, mientras que pequeñas cavidades dentro de la enzima son tolerables.
2. Evitar romper parejas de cargas. Borrar un grupo que solvata una carga es 
peligroso. Las energías de solvatación de iones son demasiado grandes, a no ser que 
haya acceso abierto para que el disolvente se ocupe de solvatarlos.
3. Eliminar el mínimo número de interacciones. Es bastante complicado 
analizar el cambio de una única interacción, por lo que conviene evitar la 
eliminación de interacciones múltiples.
4. Evitar añadir grupos funcionales que tengan un comportamiento muy 
diferente a las cadenas sustituidas. La adición de un nuevo grupo en la cadena 
puede causar la total reorganización de la estructura si el nuevo grupo presenta 
nuevas interacciones.
5. Y, por último, todas estas reglas pueden ser desobedecidas cuando se 
crea apropiado.
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1.2. Fosfatasa Alcalina
La Fosfatasa Alcalina (AP, Alkaline Phosphatase) de Escherichia Coli es una 
enzima homodimérica no específica que cataliza la hidrólisis de una gran diversidad de 
monoésteres fosfato. Se encuentra en el espacio periplasmático como un dímero de 
dos subunidades idénticas de 449 aminoácidos cada una.87 Esta enzima presenta su 
máximo de actividad a pH 8,87 de ahí su nombre.
Su centro activo contiene dos iones Zn2+ y un ión M g2+. El ion Zn(l) está 
coordinado a los aminoácidos His331, His412 y, de forma bidentada, al Asp327, 
mientras que la His370, Asp51 y Asp369 son los ligandos del ión Zn(ll) (ver Figura 1.9). 
El ión Mg2+ tiene una coordinación octaédrica y sus ligandos son el Glu322, T hrl55, 
Asp51 (que actúa como ligando puente entre el ión Mg2+ y el Zn(ll)), y tres moléculas 
de agua.
El mecanismo de acción enzimática que se ha propuesto para la AP constaría de 
dos etapas 87 En un primer paso, la Serl02 desprotonada se coordinaría al Zn(ll) para 
estabilizar su carga negativa y actuar como nucleófilo atacando al fósforo. Por otra 
parte, el oxígeno del grupo saliente se coordinaría al Zn(l) (ver Figura 1.9), opuesto a la 
S erl02, en disposición para su salida tras el ataque nucleofílico. El ión Zn(l) facilitaría la 
ruptura del enlace P-0 por medio de la estabilización de la carga negativa del oxígeno 
del grupo saliente. Tras la salida de este grupo, en una segunda etapa, una molécula de 
agua se coordinaría al Zn(l), siendo el hidróxido formado el que regeneraría el centro 
activo de la enzima a través de la hidrólisis del compuesto covalente formado entre la 
serina y el fosfato.
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Figura 1.9: (a) Estructura de la Fosfatasa Alcalina de E. coli. Se observan sus dos subunidades así como 
los iones Zn2* (esferas grises) y el ión M g2* (esferas verdes), (b) Modelo del estado de transición en el 
centro activo de la Fosfatasa Alcalina con un monoéster como sustrato.
El hecho de que cada Zn2+ desem peñe una función concreta a la vez que 
coordinada es lo que explica que los centros activos que contienen dos iones Zn2+ sean 
tan adecuados para catalizar la hidrólisis de diésteres y monoésteres fosfato .12,88,89 El 
papel que juega el ión M g2+ en la catálisis no ha sido to ta lm ente  dilucidado todavía, 
aunque se ha dem ostrado su importancia para que tenga lugar la actividad completa  
de la AP .90 93 De hecho, la AP no es la única fosfoesterasa que contiene tres iones 
metálicos en el centro activo, la Fosfolipasa C de Bacillus cereus9A o la P1 nucleasa de 
Penicilum  c itriu m 9s poseen la misma arquitectura trim etálica. Sin embargo, lo que sí 
parece evidente es que la estructura bimetálica de las fosfoesterasas es un aspecto 
básico del mecanismo de acción enzim ática .87'89,96 La Fosfatasa Ácida Púrpura ,97 la
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Proteína Fosfatasa 1 (PP-1, Protein Phosphatase l ) 98 o la propia NPP son ejemplos 
claros de enzimas con tan solo dos iones Zn2+ y que son perfectamente eficientes.
En un modelo propuesto por Kantrowitz y colaboradores en el año 2000,28 el 
ión Mg2+ estaría implicado en la desprotonación de la Serl02. De las tres moléculas de 
agua coordinadas al metal, una de ellas actuaría perdiendo un protón convirtiéndose 
en la especie Mg2+-OH' capaz de atacar a la Serl02 formando el alcóxido que se 
estabilizaría coordinándose al Zn(ll). Este modelo ha sido ampliamente aceptado hasta 
el momento en la literatura.7,28,99 103 No obstante ha surgido recientemente otra teoría 
que explicaría su función de forma más satisfactoria.26 Dicha teoría se basa en la 
oportunidad de estudiar las características de los parientes evolutivamente más 
cercanos a la AP para entender sus mecanísticas. En este caso, la NPP es la enzima 
evolutivamente más cercana a la AP que utiliza un centro activo muy similar pero que 
prefiere hidrolizar diésteres fosfato. La diferencia más significativa entre la AP y la NPP 
es la presencia de un ión Mg2+ en la AP y su ausencia en la NPP.23 Por tanto, si el Mg2+ 
contribuye como base (Mg2+-OH ) en la catálisis de los monoésteres fosfato en la AP, lo 
lógico es que esta base u otra también fuese necesaria para desprotonar a la treonina 
(Thr90) que actúa como nucleófilo en la NPP en la hidrólisis de diésteres fosfatos. Sin 
embargo, la ausencia del ión Mg2+ así como de cualquier otra base en la NPP hace que 
el papel del metal se haya replanteado. Herschlag y colaboradores en el año 2008,26 
basándose en el análisis de la mutante E322Y (mutante de la AP donde el Glu322 de la 
esfera de coordinación del Mg2+ es reemplazado por una tirosina desapareciendo con 
ella la capacidad de coordinar Mg2+) propusieron que el Mg2+ estabilizaría al monoéster 
fosfato a través del enlace de hidrógeno entre una de sus aguas de coordinación y un 
oxígeno del fosfato (ver Figura 1.9) Estos resultados muestran que la ausencia del ion 
M g2+ no provoca una inactividad en la enzima ya que no se requiere su participación 
para activar el nucleófilo aunque sí se ve mermada drásticamente su actividad 
catalítica frente a monoésteres fosfato. Así, las constantes cinéticas de la AP (kcat/KM) 
para la hidrólisis de un monoéster fosfato (p-nitrofenilfosfato, pNPP2 ) pasan de 3.3 x 
107 M 'V 1 en la w t (wild type, enzima nativa) a 7.2 x 103 M 'V 1 en la E322Y.26 Sin 
embargo, las constantes cinéticas respecto a diésteres fosfato aumentan, pasando de
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18 M 'V 1 en la w t AP a 35 M 'V 1 en la E322Y para el diéster metil p-nitrofenilfosfato, 
MpNPP'.26
Una característica que conviene tener en mente es que las enzimas que 
catalizan la hidrólisis de ásteres fosfato suelen tener ácidos, metales divalentes u otros 
grupos cargados positivamente posicionados de tal forma que estabilicen las elevadas 
cargas negativas que se encuentran en el centro activo. En nuestro caso concreto, no 
solo los iones metálicos son importantes, también lo son otros aminoácidos cargados 
positivamente como la Argl66 o la Lys328. En la literatura está ampliamente aceptado 
el papel que juega la A rgl66 estabilizando los dos oxígenos cargados del grupo fosfato 
a través de dos enlaces de hidrógeno con el grupo guanidinio (ver Figura 
1.9).7,26'27,96'104 Con el fin de evaluar el efecto de la A rgl66 sobre la catálisis, algunos 
autores27,104 han realizado estudios de reactividad con distintas mutantes de la AP. 
Entre ellas, la R166S es la más empleada y conocida12,22'23'26,27'104 106 donde la A rg l66 se 
sustituye por Ser, aunque también se han preparado la R166K y la R166A.104,105 Una 
conclusión muy importante sacada de estos estudios mutagénicos es que la A rgl66 es 
importante para estabilizar el monoéster fosfato pero no es esencial para la actividad 
enzimática. Las constantes cinéticas (kcat/K M) para la hidrólisis del monoéster fosfato 
pNPP2’ pasan de 3 x 107 M 'V 1 en la w t AP a 1 x 105 M 'V 1 en la R166S.27 Esto 
demuestra que se produce una disminución en la actividad catalítica pero no una 
inactivación. De hecho en las otras mutantes publicadas, la R166K y la R166A, se 
observa el mismo efecto: una ligera disminución de la actividad pero nunca la 
desaparición de la misma.103,104
Por otro lado, la Lys328 también desempeña un papel importante como 
estabilizador de la densidad de carga negativa del centro reactivo. En la bibliografía se 
ha descrito la función que puede desempeñar este residuo basándose en el hecho de 
que, en la estructura de rayos X, interacciona con el oxígeno del grupo fosfato a través 
de un enlace de hidrógeno con una molécula de agua. A su vez, esta molécula de agua 
forma un enlace de hidrógeno con el Asp327, uno de los ligandos bidentados del Zn(l). 
73,93-95£| hech0 de que la Lys328 interaccione con el grupo fosfato plantea la necesidad 
de estudiar qué papel juega en la catálisis. En la literatura aparecen escasos estudios 
de mutagénesis de la Lys328.87,107'109 Las mutaciones han consistido en reemplazar la
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Lys328 por una alanina o por una histidina. En las AP de mamíferos, la Lys328 no está 
conservada, y en su posición se encuentra una histidina. Dado que la actividad 
catalítica de las AP de mamíferos es mayor que la de la AP de E. co//,108 esta posible 
mutación ha permitido estudiar si la histidina es la responsable de ese aumento. Por lo 
que respecta a la alanina, con esta mutación se impide que se formen enlaces de 
hidrógeno con el oxígeno del grupo fosfato y permite investigar la importancia de la 
Lys328 en el centro activo de la AP. Lamentablemente, estos resultados no son 
concluyentes debido a los errores cometidos en la forma de medir experimentalmente 
las constantes cinéticas.110
Existen diversos estudios experimentales de la catálisis enzimática de la AP con 
distintos monoésteres fosfato como sustratos.22'23'26 Estos sustratos se pueden 
clasificar en aril fosfatos (como el p-nitrofenilfosfato, pNPP2 ), bencil fosfatos (m - 
nitrobencilfosfato, mNBP2 ) y alquil fosfatos (metilfosfato, MeP2') (ver Figura 1.10). 
Dichos estudios demuestran que la etapa química en la hidrólisis enzimática de los aril 
fosfatos en la AP no es la etapa limitante de la velocidad, mientras que la reacción de 
hidrólisis enzimática de los alquil y bencil fosfatos sí que lo es (y, por tanto, kcat = k2 en 
el esquema cinético presentado en la Figura l . l l ) . 26 En el caso de los aril fosfatos la 
reacción de hidrólisis (k2) es tan rápida que el paso limitante de la velocidad viene 
dado bien por la hidrólisis del intermedio covalente E-P (kut = k3) o bien por la difusión 
del grupo fosfato tras su liberación (kcat = Iq). 22-26'104'110 con el fin de estudiar la 
capacidad promiscua de la AP también se han realizado estudios experimentales de 
hidrólisis de diésteres fosfato, aril fosfotioatos (p-nitrofenilfosfotioato, pNPPS2 ) y 
sulfatos (p-nitrofenilsulfato, pNPS ) para evaluar su capacidad como fosfodiesterasa y 
sulfatasa, respectivamente (ver Figura 1.10).26
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Figura 1.10: Representación de los distintos ásteres fosfato que han sido utilizados como 
sustratos en diferentes estudios experimentales y en esta Tesis Doctoral.
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Figura 1.11: Esquema cinético del la hidrólisis enzimática de un áster fosfato.
Es conveniente mencionar que k2, que refleja la diferencia de energía libre 
entre el estado de transición y el complejo de Michaelis (ES) (ver apartado 1.1.1), no 
puede ser medida para las reacciones que se describen en la bibliografía para esta 
enzima y que se han estudiado en este trabajo.26'110 Normalmente, las constantes 
cinéticas se miden en condiciones de estado estacionario, donde la concentración de 
sustrato aumenta y la velocidad de la reacción tiende a la velocidad máxima (vmax). En
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la AP, el propio fosfato inorgánico que se va generando en la catálisis se une a la 
enzima.96,110 En las medidas cinéticas tradicionales, basadas en técnicas 
espectroscopias, las cantidades de sustrato necesarias son tales que la inhibición por 
fosfato inorgánico es muy importante, conduciendo a resultados de kcat y KM que 
pueden variar significativamente de un estudio a otro. Solo con el desarrollo de 
técnicas más sensibles, basadas en la detección de 32P es posible trabajar con 
concentraciones por debajo del nivel de inhibición.110 Lamentablemente, en esas 
condiciones de no saturación, solo kcat/K M puede ser medida y no cada constante por 
separado. Las medidas realizadas son siempre de kcat/K M que refleja la diferencia de 
energía libre entre el estado de transición y la enzima y el sustrato libres en disolución 
(E + S). A la hora de comparar nuestros valores de energía libre, referidos a la barrera 
entre el estado de transición y el complejo de Michaelis, con los valores de kcat/KM de 
la bibliografía deberemos de tener en cuenta que se refieren a magnitudes diferentes 
(Figura 1.8).
En la Tabla 1.1 se muestran los valores de k^t/Ki^ para las reacciones de 
hidrólisis de algunos ésteres fosfato catalizadas por la AP y dos de sus mutantes. Se 
puede observar cómo la AP disminuye su capacidad catalítica como monoesterasa 
conforme el pKa del grupo saliente aumenta. En el caso del pNPP2', como ya hemos 
comentado, la velocidad viene limitada por la difusión y no por la hidrólisis del éster. 
Esta actividad se ve ligeramente mermada en la mutante R166S y drásticamente 
alterada en la mutante E322Y. Es decir, la ausencia del ión Mg2* afecta notablemente a 
la actividad monoesterasa, pero no la destruye. En cuanto a la actividad diesterasa de 
la AP, se puede observar que es bastante inferior respecto a la monoesterasa. Además, 
la mutación de la R166S tiende a disminuirla mientras que la E322Y la aumenta 
ligeramente.
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Tabla 1.1: Valores de ICc^ /Km *s *) para las reacciones catalizadas por la wt AP y dos de sus 
mutantes, R166S y E322Y, medidas a 25 *C.23'26'27'104 'nc|' significa 'no determinada'.
Sustrato AP R166S E322Y
Monoésteres fosfato
pNPP2' 3.3 x 107 1.0 x 105 7.2 x 103
mNBP2' 1.8 x 107 2.3 x 103 31
M eP2' 1.2 x 106 1.1 x 102 1.6
Monoésteres fosfotioatos
pNPPS2' 5.5 x 103 2.6 x lO 3 nd
Monoésteres sulfato
pNPS' 0.01 5.8 x 10'5 2.9 x 10'6
Diésteres fosfato
MDNPP' 130 45 nd
MpNPP’ 18 0.48 35
bis-pNPP 0.05 0.05 0.07
pNPPP' 0.03 0.06 nd
Una de las incógnitas sobre las reacciones catalizadas por esta enzima es el 
mecanismo a través de cual se produce la primera etapa de la catálisis, es decir, el 
ataque nucleofílico de la Serl02 al monoéster fosfato con la posterior salida del grupo 
saliente (k2 en la Figura 1.11). En la literatura se ha sugerido que las enzimas catalizan 
las reacciones de diésteres y monoésteres a través de estados de transición similares a 
los respectivos estados de transición en disolución acuosa.12,22 En disolución acuosa, 
los monoésteres fosfato reaccionan a través de estados de transición donde los 
enlaces del fósforo con el grupo saliente y el nucleófilo están prácticamente rotos y sin 
formar, es decir, un mecanismo de tipo disociativo.14'16,22'111'113 Sin embargo, 
recientemente se ha propuesto la posible naturaleza asociativa del mecanismo 
enzimático basándose en el análisis de resultados de efectos cinéticos isotópicos y 
relaciones lineales de energía libre (LFER, Linear Free Energy Relationships).8 Estos y 
otros aspectos se discutirán en profundidad en el apartado de Resultados y Discusión.
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1.3. Nucleótido Pirofosfatasa Fosfodiesterasa
Las Nucleótido Pirofosfatasas Fosfodiesterasas (NPP, Nucleotide 
Pirophosphatase Phosphodiesterases) son un grupo de enzimas que pertenecen a la 
superfamilia de la ap .23,114'115 Catalizan la hidrólisis de diésteres fosfato, como 
nucleótidos y sus derivados así como pirofosfatos.116 Así, las NPP hidrolizan el ATP a 
AMP y fosfato inorgánico de forma muy eficiente.
Las NPP de mamíferos son proteínas transmembrana con una pequeña parte 
intracelular de su dominio (entre 10-80 residuos) y una gran parte extracelular de éste 
(unos 830 residuos) que es donde reside el poder catalítico de estas enzimas.114'117'118 
Dado que el centro activo de estas enzimas es extracelular, también son llamadas ecto- 
NPPs. Las NPP de las bacterias son muy similares a las de los mamíferos, presentando 
secuencias prácticamente iguales.114
La NPP de la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. Citri (abreviada como Xac), 
fue cristalizada por Herschlag y colaboradores y presenta una alta similitud con la AP 
de E.coli.23 Esta enzima posee dos subunidades idénticas de 382 aminoácidos y un 
centro bimetálico de Zn2+ en cada una de ellas. Cada centro activo de la NPP contiene 
dos iones Zn2+, los seis aminoácidos de las esferas de coordinación de los iones Zn2+ 
son idénticos a los de la AP, y en lugar de la Serl02, una treonina está situada en la 
misma posición, la Thr90. A diferencia de la AP, no encontramos ningún ión Mg2+ y en 
la posición de la Lys328 de la AP, en este caso no encontramos ningún aminoácido. En 
cambio, la A rg l66 que en la AP servía como estabilizador del grupo fosfato, en este 
caso esta reemplazada por una asparagina, la A s n l l l .  La diferencia entre ambas es el 
hecho de que la A rg l66  puede formar dos enlaces de hidrógeno, uno con cada oxígeno 
del grupo fosfato (ver Figura 1.9) mientras que la A s n l l l ,  tan solo formará un enlace 
de hidrógeno, supuestamente con el oxígeno del diéster que no está esterificado y que 
concentra parte de la carga negativa (ver Figura 1.12).
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Figura 1.12: (a) La NPP de Xac, diesterasa formada por dos subunidades idénticas con dos 
iones Zn2+ en el centro activo de cada una de ella (esferas grises), (b) Modelo del estado de 
transición en el centro activo de la NPP, con un diéster genérico como sustrato.
Basándose en la similitud de su centro activo con la AP, se ha propuesto el 
mismo esquema de reacción en dos etapas que en la AP. En una primera etapa la 
Thr90 desprotonada actúa como nucleófilo y ataca al diéster fosfato form ándose un 
interm edio treonina-fosfato que es hidrolizado por una molécula de agua en una 
segunda etapa para regenerar el centro activo. Por analogía con la AP, los iones Zn2+ 
actuarían activando el nucleófilo y estabilizando el grupo saliente .114
Una diferencia rem arcable entre las enzimas NPP y AP es el hecho de que la 
carga tota l de los sustratos es diferente. Los diésteres poseen una carga de -1 y los 
monoésteres fosfato de -2. Esto no solo plantea la posibilidad de poseer un estado de 
transición estructuralm ente d iferente en cada enzima sino que, además, esta 
diferencia puede ser una de las razones de la diferente discriminación entre sustratos.
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Como hemos comentado anteriormente, los centros activos bimetálicos que catalizan 
ásteres fosfatos tienen grupos cargados positivamente, para estabilizar las cargas 
negativas del sistema reactivo. En este caso, el menor número de residuos con cargas 
positivas en el centro activo de la NPP explicaría su preferencia por el sustrato menos 
cargado. Sin embargo, posee cierta actividad secundaria como monoesterasa. En la 
Tabla 1 .2  podemos observar las constantes cinéticas experimentales de hidrólisis de 
algunos sustratos por la NPP. Así, el valor de kcat/KM para la hidrólisis del monoéster 
pNPP2' a 2 5  #C es de 1 .1  M ' V 1, mucho menor que en la AP ( 3 .3  x 1 0 7 M ' V 1). Por lo 
tanto, el problema de la promiscuidad catalítica en esta superfamilia se puede plantear 
en términos de cómo cada una de estas enzimas, AP y NPP, han desarrollado 
especificidad por diésteres y monoésteres fosfato, respectivamente. Es decir, cómo 
teniendo ambas enzimas un centro activo tan similar, la NPP tiene preferencia por los 
diésteres fosfato. Si la NPP proviene de un ancestro común que fue modificando su 
centro activo y perfeccionándolo para catalizar diésteres, la respuesta debe de estar en 
cómo se acomodan los diésteres fosfato en el centro activo de la NPP.
Tabla 1.2: Valores de kcat/KM {M 'V1) para las reacciones catalizadas por la NPP medidas a 25 
*C.23,25 'nd' significa 'no determinada'.
Sustrato NPP
Monoésteres fosfato
pNPP2’ 1.1
mNBP2' nd
MeP2' nd
Monoésteres fosfotioatos
pNPPS2' 0.2
Diésteres fosfato
MpNPP’ 2.3 x 10‘
bis-pNPP' 2.3 x 10:
MDNPP' nd
pNPPP’ nd
dT-5'-pNPP' 1.6 x 10(
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Si observamos los valores de hidrólisis de diéster en la Tabla 1.2, observamos 
que cuanto mayor es el grupo R \ más rápida es la reacción de hidrólisis. Esta enzima, 
por lo tanto, habría evolucionado para catalizar diésteres fosfato y cuanto más grande 
sea el sustituyente que ocupe la posición R \ mayor es su actividad. Esto indica que 
debe de existir un bolsillo hidrofóbico en los alrededores del centro activo que ayude a 
acomodar este sustituyente.23 Estos grupos hidrofóbicos ni son necesarios ni son 
estabilizadores en la catálisis de un monoéster fosfato.
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1.4. Fosfotriesterasa
La enzima Fosfotriesterasa (PTE) de la bacteria Pseudomonas diminuta es una 
metaloenzima de zinc que cataliza la hidrólisis de una gran variedad de triésteres 
fosfato30'31 y que pertenece a la superfamilia de las Amidohidrolasas.82,119 El origen de 
esta enzima es sorprendente y es una evidencia clara del potencial evolutivo que 
desarrollan ios seres vivos en un momento de presión ambiental. Esta enzima fue 
aislada por primera vez en el año 1974 en unos lodos cercanos a unas plantaciones 
tratadas con unos potentes pesticidas difíciles de degradar en el medio ambiente: los 
triésteres fosfato como el Paraoxon (ver Figura 1.13) y sus derivados. Estos triésteres 
fueron creados sintéticamente por el hombre a mediados del siglo XX para ser usados 
como pesticidas en plantaciones agrícolas contra plagas de insectos y no se conocen 
hasta el momento triésteres fosfato naturales.32 Desafortunadamente, su elevada 
toxicidad ha sido explotada para su uso como armas químicas.120 La enzima PTE 
biodegrada los restos de pesticidas sin conocérsele hasta ahora ningún otro sustrato 
natural.34'35
Figura 1.13: Paraoxon (Dietil 4-nitrofenilfosfato)
La enzima PTE es un homodímero con dos subunidades idénticas de 363 
residuos cada una. Cada subunidad posee un centro activo y éste contiene dos iones 
Zn2+ designados habitualmente en este caso como a  y p.36 El Zna está coordinado 
directamente con la His55, His57 y el Asp301. El ión Znp está más expuesto al 
disolvente y está coordinado a la His201 y a la His230. Una lisina carbamilada, Lysl69, 
y un ión hidróxido (o molécula de agua) actúan como puente entre ambos iones zincs 
(ver Figura 1.14).36 Esta información estructural proviene de la estructura de rayos X
Fosfotriesterasa
que se encuentra en el P rotein  D a ta  B ank  (PDB) con código 1D P M .36 Existen evidencias 
de que al coordinarse el oxígeno del fosfato al átom o de Znp se debilita la interacción 
del propio Znp con el hidróxido nucleofílico y esto se traduce con un alargam iento de la 
distancia entre ambos.32
Figura 1.14: (a) Estructura de la PTE de P. diminuta, (b) Representación esquemática del 
centro activo de la PTE con el sustrato Paraoxon.
El mecanismo que ha sido propuesto tras estudios de efectos cinéticos
isotópicos121,122 consiste en una reacción de tipo SN2 concertada donde el grupo 
hidroxilo atacaría al átom o fósforo y el p -n itrofenolato  sería el grupo saliente. Los 
resultados experim entales han perm itido explicar que para sustratos con grupos 
salientes de pKa mayores de 7, la reacción química es el paso lim itante de la velocidad, 
mientras que en aquellos con un pKa m enor de 7, el paso lim itante vendría dado por la 
liberación del producto.7,123 El grupo saliente del P araoxon  tiene un pKa de 7.1,
encontrándose en una zona interm edia entre una situación y o tra .123 Se ha
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determinado que la hidrólisis de Paraoxon en la PTE tiene una kcat de 2400 s'1 a 298 K 
lo que se traduce aplicando la TET42 en una AG*at de 12.8 kcal/mol.124
La función de los iones Zn2+ es similar a la de la familia AP. En este caso, por una 
parte podrían disminuir el pKa de una molécula de agua para dar lugar al nucleófilo, y 
por otra, al crearse cierta interacción entre el Znp y el oxígeno del grupo fosfato, se 
acentuaría la electrofilia del átomo de fósforo, facilitando la reacción. Conjuntamente, 
también actuarían como neutralizadores de las cargas negativas presentes en el seno 
del centro activo.36,37
La reacción de hidrólisis de Paraoxon en la PTE ha sido estudiada no solo a nivel 
experimental sino también a nivel teórico. Diversos autores han realizado simulaciones 
de dinámica molecular (MD, Molecular Dynamics) y cálculos de mecánica cuántica para 
explorar las propiedades de la PTE.125'136 Estos cálculos han aportado información útil 
sobre el mecanismo de reacción en la PTE. Por ejemplo, los cálculos de dinámica 
molecular sirvieron para estudiar la orientación del sustrato en el centro activo y la 
flexibilidad de sus aminoácidos en la catálisis.128 Asimismo, con el objetivo de clarificar 
la naturaleza del nucleófilo, una molécula de agua o un ion hidróxido, se han llevado a 
cabo simulaciones de dinámica molecular para determinar que el ion hidróxido se 
coordina a ambos iones zinc mientras que la molécula de agua se coordina tan solo a 
uno de ellos,132 resultando el primero más compatible con la estructura de rayos X. 
Además, más recientemente se han publicado resultados de simulaciones de dinámica 
molecular Q M /M M  donde se demuestra que la hidrólisis del Paraoxon tiene lugar a 
través de un proceso concertado. Se obtuvo un perfil de energía libre con una barrera 
de 21.4 kcal/mol (muy por encima del valor experimental).135 Por otro lado, los 
estudios de mecánica cuántica realizados sobre pequeños modelos construidos 
mimetizando el centro activo de la PTE, constataron la naturaleza concertada del 
mecanismo de hidrólisis enzimática del Paraoxon.133 Estos resultados junto con los 
resultados obtenidos mediante simulaciones de dinámica molecular son consistentes 
con las conclusiones derivadas de estudios cinéticos.33 Contrariamente, otros autores 
han sugerido que la reacción de hidrólisis tendría lugar a través de un mecanismo por 
etapas.136 Sin embargo, los detalles mecanísticos no han sido del todo dilucidados. De 
hecho, existe cierta polémica entre algunos investigadores sobre la naturaleza de los
Fosfotriesterasa
productos formados.37,135,136 Mientras que algunos autores afirman que en la 
estructura del producto formado, el diéster fosfato generado se une a los dos iones 
Zn2+ actuando como puente tras haber cedido su protón al Asp301,37,136 otros autores 
argumentan que en la estructura de productos el diéster fosfato no se desprotona, se 
encuentra coordinado solo al ion Znp e interacciona con una molécula de agua que, a 
su vez, se coordina al ion Zna (ver Figura 1.15).135
OEt
LyS l69  L yS i69
Figura 1.15: Representación de las diferentes estructuras de productos propuestas por 
distintos autores. En (a), el diéster fosfato formado se encuentra formando puente entre 
ambos iones Zn2+ y ha transferido un protón al Asp301. En (b), el diéster fosfato solo se 
coordina al ion Znp y no se ha producido transferencia protónica.
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La presente memoria se encuentra organizada en diversas secciones. 
Inicialmente, se exponen las bases de la metodología híbrida Q M /M M  (la aplicación de 
ésta para la obtención de superficies de energía potencial y la realización de 
simulaciones de dinámica molecular) así como los fundamentos teóricos del cálculo de 
Efectos Cinéticos Isotópicos. Seguidamente se enumeran los objetivos fundamentales 
del presente trabajo. En el cuarto capítulo, se muestran los resultados obtenidos tras 
aplicar la metodología híbrida Q M /M M  en el estudio de la catálisis enzimática de 
ésteres fosfato, así como las conclusiones que se pueden extraer a partir de dichos 
resultados. Finalmente en un anexo se presentan los artículos publicados o pendientes 
de publicación a los que ha dado lugar la presente Tesis Doctoral.
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2. FUNDAMENTOS TEÓRICOS 
2.1. Métodos Híbridos Q M /M M
Entender la estructura de la materia y su comportamiento ha sido siempre un desafío para físicos y químicos. El conocimiento de la materia a nivel molecular ha dado un salto vertiginoso en los últimos 
años, gracias en parte al desarrollo paralelo de la ciencia y la informática. El estudio 
microscópico de la materia combinado con la informática como herramienta, han dado 
lugar a la Química Computacional, una nueva rama de la Química que pretende 
abordar el estudio de la materia partiendo de primeros principios y el empleo de 
simulaciones moleculares.
El estudio mecano-cuántico (QM , Quantum Mechantes) de las propiedades de 
una molécula, pasa por la resolución de la función de onda de Schródinger. Con el 
potencial computacional que disponemos hoy en día podemos, tras unas pocas horas 
de cálculo en los ordenadores actuales, obtener la energía interna de una molécula de 
tamaño moderado, su estructura, un análisis de sus modos normales de vibración, el 
estado de transición de una reacción, etc..., entre otras propiedades microscópicas. El 
problema surge cuando queremos representar procesos en fases condensadas
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incorporando el efecto del entorno. Llevar a cabo estudios de sistemas formados, por 
ejemplo, por miles de moléculas de agua se hace totalmente inviable a altos niveles de 
cálculo mecano-cuánticos.
Una alternativa sería el uso de la Mecánica Molecular (M M , Molecular 
Mechanics), basada en un modelo clásico simple de la estructura molecular, en el que 
las moléculas son tratadas como un conjunto de átomos relacionados mediante 
distancias, ángulos y diedros gobernados por potenciales clásicos.137 Con estos 
métodos es totalm ente factible el estudio de sistemas con un número elevado de 
átomos. Sin embargo, al no tener en cuenta la estructura electrónica (los átomos son 
tratados como cargas puntuales) no podemos estudiar adecuadamente procesos en 
los que se produzca una reorganización de la misma, como por ejemplo, durante la 
formación y rotura de enlaces.
En reacciones químicas de interés biológico es imprescindible introducir en los 
cálculos computacionales el efecto del medio, sea un disolvente o un entorno proteico, 
ya que el medio puede modificar significativamente la estructura y la reactividad de los 
compuestos. ¿Cómo afrontamos, por tanto, nuestro propósito de estudiar procesos en 
fases condensadas? Nuestra herramienta es la metodología híbrida Q M /M M .138'141 
Esta metodología combina las ventajas de ambas estrategias dividiendo el sistema bajo 
estudio en dos subsistemas: la parte en que se da el proceso químico, es decir, la 
rotura y formación de enlaces (unos pocos átomos respecto al total), será tratada 
cuánticamente (subsistema QM ), mientras que la región que no participa activamente 
en la reacción (un número elevado de átomos) será tratada clásicamente (subsistema 
M M ). Una representación esquemática del sistema la tenemos en la Figura 2.1.
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entorno
MM
QM
Figura 2.1: Partición del sistema químico en distintos subsistemas.
El entorno al que hace referencia la figura 2.1 resume una serie de restricciones 
aplicadas al m odelo debido a la imposibilidad de simular un sistema de tam año  
infinito. Por lo que respecta a cómo dividimos los dos subsistemas conviene tener en 
cuenta que:
•  Cualquier enlace que vaya a ser form ado o roto deber perm anecer en el 
subsistema Q M .
•  Cualquier átom o o grupo de átomos que cambien su hibridación deben 
perm anecer en el subsistema Q M .
•  Los sistemas aromáticos o conjugados no podrán partirse, deberán 
m antenerse en un solo subsistema.
•  Cuando se espera que los efectos determ inados átomos sean importantes, 
esos átom os deberán perm anecer en el mismo subsistema de cálculo.
•  En los m étodos Q M /M M  no se perm ite la transferencia de carga entre los 
diferentes subsistemas del sistema. Por lo tanto, la partición no debe dividir 
secciones entre las que se espere una transferencia de carga.
Los átomos del subsistema M M  interaccionan con los átomos QM  implicados 
en la reacción, de m odo que sus m ovimientos e interacciones influyen sobre los 
átomos Q M , y viceversa. Para calcular las energías y fuerzas del sistema se construye 
un Ham iltoniano efectivo, H ef, y se resuelve la ecuación de Schródinger
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independiente del tiempo para la energía potencial del sistema, E, y la función de onda 
de los electrones de los átomos Q M , . La función de onda depende de las
coordenadas de los electrones y núcleos Q M , r y R a , y de las posiciones de los átomos
M M , Rm*
H ^ ( r , R a,RM) = E(Ra,RMm r ; R a,RM) (2.1)
Dicha función de onda proporciona o describe la densidad electrónica de la 
región cuántica sometida a las interacciones que aporta el entorno.
La energía se calcula para cada posición de los núcleos QM y de los átomos 
M M , haciendo uso de la ecuación (2.2) que se resuelve mediante un proceso 
autoconsistente (SCF, self consistent field).
,2.2,
Asumiendo que no existe transferencia de carga entre ambos subsistemas, el 
hamiltoniano efectivo del conjunto puede ser separado en cuatro términos:
í ) « = f > QM+ n  QM/MM +  # « « + # «  (2 3 )
El prim er térm ino de la ecuación (2.3) es el hamiltoniano del subsistema QM  en 
vacío. Empleando la aproximación de Born-Oppenheimer,142 este térm ino se describe 
como la suma de la energía cinética de los electrones y las energías potenciales de 
interacción electrón-electrón, electrón-núcleo y núcleo-núcleo:
A * ~ 4 z * ? + z - - 2 : £ ,- + i ¥ t  <2-4>■2 i y r y ¡a f-a R(¡p
donde i, j  representan las coordenadas electrónicas, a  y 6 las coordenadas nucleares, r 
la distancia electrón-electrón o electrón-núcleo, R las distancias núcleo-núcleo, V  es el 
operador energía cinética y Z es la carga nuclear.
El segundo térm ino recoge el acoplamiento entre ambos subsistemas. 
Podemos expresar este hamiltoniano como la suma de tres términos: la contribución 
electrostática, la de Van der Waals y la de polarización:
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H QM/MM ~ H QM/MM +  H QM/MM + H QM/MM (2.5)
El término, MM, representa la polarización instantánea de las moléculas del
subsistema clásico bajo el efecto de la función de onda del subsistema cuántico. 
Puesto que cambiar las cargas clásicas alteraría la función ide onda cuántica, este 
término habría que resolverlo de forma autoconsistente. En general, se suele obviar 
esta contribución, aunque existen programas143,144 en los que la polarización sí que 
está implementada. Ignorando esta contribución la ecuación (2.5) podemos 
desarrollarla como:
QM/MM
donde q es la carga de los átomos clásicos y Z es la carga nuclear de los átomos 
cuánticos. Los subíndices a  hacen referencia a los núcleos de los átomos QM y los 
subíndices M a los átomos M M . A y B son los parámetros de un potencial 6-12 de 
Lennard-Jones que modela las interacciones de van der Waals. Estos parámetros 
dependen solo del tipo de hibridación del átomo cuántico, por lo que son 
completamente transferibles de un sistema a otro.145 El primer térm ino a la derecha de 
la igualdad de la ecuación (2.6) representa las interacciones electrostáticas entre los 
átomos M M  y los electrones de los átomos QM . El segundo término representa las 
interacciones electrostáticas entre los átomos M M  y los núcleos de los átomos QM y el 
tercer término describe las interacciones de van der Waals.
El tercer térm ino de la ecuación (2.3) da cuenta de la energía del subsistema 
clásico, y como no depende explícitamente de las coordenadas de los electrones de los 
átomos Q M , puede ir fuera de la integral (2.2). De forma general podemos escribir:
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enlace no enlace (2.7)
ni ns-o E *enlace dis tan cías +  £ ángulos + Ediedros
E
no enlace 'electrostática
+ E
van der Waals
Para determ inar la energía M M  se utiliza un campo de fuerzas mecánico- 
molecular, donde los átomos se representan como cargas puntuales y esferas de van 
der Waals centradas en los átomos cuando éstos interaccionan a larga distancia. 
Cuando interaccionan a corta distancia se unen con distancias, ángulos y ángulos 
diedros parametrizados con constantes de fuerza que determ inan la conectividad de la 
molécula. Los térm inos de no enlace no se calculan para todos los pares de átomos, 
sino para aquellos pertenecientes a distintas moléculas o separadas por al menos 3 
enlaces (ver Figura 2.2). Así se elim inan del cálculo de no enlace las contribuciones de 
átomos directam ente enlazados (interacciones 1 -2 ) y las de aquellos separados por 
dos enlaces (interacciones 1-3). Las interacciones 1-4, las de aquellos átomos  
separados por tres enlaces, se calculan o no en función del campo de fuerzas 
em pleado, pero se suele escalar la interacción multiplicándola por un factor. Al 
conjunto de parám etros y de funciones necesarios para calcular estos térm inos se le 
denomina campo de fuerzas. En este trabajo los campos de fuerzas em pleados en los 
cálculos son el OPLS-AA146' 147 para describir para describir a la proteína y TIP3P148 para 
las moléculas de agua.
1-4
Figura 2.2: Interacciones 1-2, 1-3 y 1-4 en un sistema modelo. Las líneas continuas indican las 
interacciones intramoleculares y las discontinuas las intermoleculares.
Por último, tenem os un térm ino adicional a considerar, el cuarto térm ino  o de 
e n to rn o , que se introduce para compensar la ruptura del sistema ya que de form a
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explícita solo es posible representar una porción finita del entorno. De esta form a, las 
interacciones de larga distancia, como las de tipo electroestático, no estarían 
adecuadam ente representadas. Existen diferentes técnicas para resolver este 
problem a:
•  C ond ic iones p erió d icas :149 En este caso el sistema se sitúa en el interior de una 
celda unidad (generalm ente un paralelepípedo), form ada por el soluto más las 
moléculas del disolvente, que se repite periódicam ente por traslación en las tres 
dimensiones del espacio (Figura 2.3). Las moléculas de la celda unidad interaccionan  
con las imágenes más cercanas, simulando de esta forma la presencia de una 
disolución a través de interacciones de larga distancia.
Figura 2.3: Representación esquemática de la aplicación de condiciones periódicas en tres 
dimensiones. La celda central se replica en todas direcciones.
•  C ond ic iones de c o n to rn o  d e fo rm a b le s :150 En esta técnica se aplica un potencial 
de tipo radial a determ inados átom os de las moléculas de disolvente (por ejem plo, el 
oxígeno en caso del agua). La form a de este potencial hace que la fuerza que aplica 
sobre los átomos dirigida hacia el centro del sistema sea mayor conforme aum ente la 
distancia al origen del potencial. Con esta técnica se intenta evitar la aparición de 
algunos efectos no deseados, como la evaporación de moléculas de disolvente (las 
moléculas externas se alejan del soluto) o todo lo contrario, un aum ento de la tensión 
superficial (las moléculas de disolvente colapsan sobre las capas de moléculas internas, 
disminuyendo el volum en del sistema) Estos efectos modifican la densidad del medio, 
y, por tanto, la representatividad del modelo.
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Otro factor que afecta al cálculo de la energía es el empleo de distancias de 
corte (cutoff) en el cálculo de las interacciones de no enlace a larga distancia, debido al 
coste computacional que implicaría calcular todos los pares interaccionantes en 
sistemas formados por miles de átomos. Una posible solución es la de usar un radio de 
corte (cutoff esférico), de forma que solo se contabilicen las interacciones entre 
moléculas que se encuentren a una distancia menor que la dada por este radio. Los 
tipos de funciones cutoff que pueden aplicarse son los siguientes (Figura 2.4):
•  Truncado: se desprecia toda interacción a partir de una determinada distancia. 
No es muy adecuado porque pequeños desplazamientos de los núcleos pueden 
cambiar el número total de interacciones y pueden introducir discontinuidades en la 
función de energía y sus derivadas.
•  Suavizado: se emplean funciones que, a partir de un determinado valor de la 
distancia, producen una caída suave del valor de la energía de interacción. Se pueden
de desplazamiento [shift function). La primera emplea dos radios de corte, rjn y rout, 
entre los que se produce el decaimiento de la función. Toda aquella distancia mayor de 
rout se elimina del conjunto de interacciones a calcular:
truncado
1 r < r c 
0 r > r c
(2.8)
utilizar dos tipos de funciones: la función de conmutación {switch function) o la función
( d - ^ x d + f r 2- ^ )out /  V out
( r 2 —r 2) 3\  out m '
(2.9)
0 r > r out
La segunda define un único radio de corte, rc, por lo que el suavizado se aplica a 
todo el rango de distancias validas hasta que finalmente se hace igual a cero.
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Figura 2.4: Representación gráfica de las aproximaciones para reducir el número de
interacciones: Truncado (rc =12Á), función switch (r¡n=8Á, r0Ut=12Á) y fundón shift (rc=12Á).
Ambas opciones proporcionan una variación continua de la energía, así como 
de su prim era derivada (gradiente o fuerza). En esta Tesis, el m étodo em pleado para 
describir las interacciones M M  a larga distancia ha sido la función switch .151
2 .1 .1 . Tratamiento de Enlaces Frontera Q M /M M
Un aspecto im portante de la metodología Q M /M M  es el tratam iento  de la zona 
de unión entre los dos subsistemas. Como ya hemos com entado anteriorm ente, el 
subsistema cuántico contendrá los átomos directam ente implicados en la reacción 
química de interés. El problem a aparece cuando trabajam os en medios enzimáticos 
donde puede ocurrir que uno de estos átomos pertenezca a alguno de los residuos de 
la proteína lo que implicaría rom per el enlace covalente que une este átom o con el 
resto de la proteína (Figura 2.5). En estos casos será necesario saturar la valencia del 
átom o que definía este enlace. Los principales métodos que existen para realizar la 
partición se presentan a continuación.
Truncado
Switch
Shift \
+
Métodos Híbridos QM /M M
M M
V
HN CH
CH
Q M
NH
Enlace fron te ra
Figura 2.5: Esquema básico que muestra cómo la separación del sistema en dos subsistemas 
(Q M  y M M ) puede tener lugar a través de un enlace covalente.
•  M é to d o s  basados en  el fo rm a lis m o  del cam po  local a u to -c o n s is te n te  (LSCF, 
Local S e lf C onsistent F ie ld ) U0,1S2154 donde los enlaces Q M /M M  frontera  son descritos 
m ediante orbitales de enlace localizados. Estos orbitales se excluyen del cálculo SCF, 
perm aneciendo congelados durante todo el proceso de optimización. Estos orbitales  
congelados vienen definidos por sus coeficientes de hibridación y por su población 
electrónica, determ inados previam ente m ediante cálculos cuánticos sobre sistemas 
modelos más pequeños. (Figura 2.6)
M M
NH
HN
orbitales incluidos 
en el cálculo SCF
orbital
congelado
Q M
NH
Figura 2.6: Representación esquemática del método LSCF para átomos frontera en los 
métodos Q M /M M .
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•  M é to d o s  basados en  el o rb ita l h íb rido  genera lizado  (G H O , G e n e ra l H yb rid  
O rb ita l) 140 155 En este m étodo se hace uso de orbitales atómiicos híbridos, similar al 
m étodo anterior LSCF, pero en este caso los orbitales puede-n dividirse en orbitales 
auxiliares y orbitales activos (Figura 2.7). Estos últimos se optim izan junto con el resto 
de orbitales de la región Q M  en el cálculo SCF, y la unión entre  el átom o frontera y la 
región M M  se define m ediante los campos de fuerza. A diferencia del m étodo basado 
en el form alism o LSCF, el m étodo GHO no necesita de un proceso de parametrización 
cada vez que se estudia un nuevo sistema químico.
orb ita les  M M
auxiliares
NH
HN
o rb ita l NCH 
activo
Q M
NH
Figura 2.7: Representación esquemática del método GHO para átomos frontera en los 
métodos Q M /M M .
•  M é to d o s  q ue  e m p le a n  á to m o s  ad ic ionales de un ión  (lin k  a to m s )1S61S7 Con
esta técnica, las valencias de los átomos cuánticos afectados por el corte se saturan 
em pleando átomos de unión, de modo que sustituyen a la región M M  del enlace 
frontera (Figura 2.8). El link atom más em pleado es el átom o de hidrógeno. Este átom o  
es tratado m ediante la m etodología Q M  y es invisible a los átomos M M  porque no se 
tiene en cuenta las interacciones entre el link atom y los átomos del subsistema 
clásico. Aunque algunos estudios han dem ostrado que podrían obtenerse mejores 
resultados si se le perm ite interaccionar electrostáticam ente , 152 participando en el
Métodos Híbridos Q M /M M
térm ino H 'qmmm  ■ Dicha m ejora es debida a que este átom o link  induce falsos efectos
de polarización en el átom o Q M  del enlace fro n tera .158' 160
M M  c
O . /
\  V NH
H N - ^  /
CH
link
CH
Q M
NH
Figura 2.8: Representación esquemática del empleo de link atom  en el tratam iento de los 
enlaces frontera en los métodos Q M /M M .
En cualquier caso, es conveniente tener en cuenta que siempre que sea 
necesario llevar a cabo la ruptura de un enlace covalente, los enlaces frontera deben 
estar lo más lejos posible de la zona reactiva para evitar que el em pleo de alguna de las 
aproximaciones anteriores ejerza algún tipo de influencia sobre el resultado final.
En esta Tesis la técnica em pleada para el tratam iento  de los enlaces frontera ha 
sido el uso de link atom s.
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2 .1.2 . Métodos Semiempíricos
Los métodos Q M /M M , como ya hemos comentado anteriormente, se 
caracterizan por dividir el sistema químico en dos subsistemas, uno de ellos será 
tratado cuánticamente y el otro clásicamente. Debido al gran número de 
conformaciones del sistema que es necesario tener en cuenta para evaluar 
propiedades termodinámicas, es necesario emplear métodos semiempíricos para 
describir el subsistema cuántico, ya que de lo contrario, métodos de alto nivel 
conducirían a un coste computacional enorme.
La mayoría de los métodos semiempíricos se basan en un conjunto de 
aproximaciones comunes. Por un lado, consideran solamente los electrones de 
valencia, y los electrones internos de cada átomo se incorporan a un potencial 
electroestático efectivo junto con los núcleos. Por otro lado, dado que el elevado coste 
computacional del cálculo de Hartree-Fock se debe al cálculo de un gran número de 
integrales bielectrónicas, los métodos semiempíricos resuelven esto con la 
aproximación de solapamiento cero (ZDO, Zero Differential Overlap),161,162 que implica 
que el recubrimiento diferencial entre dos funciones atómicas de distintos átomos es 
cero. De esta forma, entre otras consecuencias, la mayoría de las integrales 
bielectrónicas se anulan, ya que solo se evalúan aquéllas cuyas funciones de base se 
encuentren en el mismo átomo. Las integrales que quedan después de estas 
aproximaciones se igualan a parámetros que se obtienen por ajustes de mínimos 
cuadrados para reproducir valores de unas determinadas magnitudes. Estos valores 
suelen obtenerse a partir de las propiedades de pequeños compuestos aislados. Para 
el caso concreto de reacciones en sistemas de interés biológico pueden desarrollarse 
un conjunto de Parámetros Específicos de Reacción (SPR, Specific Reaction 
Parameters)163<164 basados en datos de reacciones y compuestos relacionados con el 
objetivo del estudio.
Los distintos formalismos que fundamentan los métodos semiempíricos 
disponibles se diferencian, de forma general, en el tratamiento de las interacciones 
electrón-electrón sobre un mismo átomo. Los métodos semiempíricos podemos
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dividirlos en dos grupos, los propuestos por Pople en los años sesenta (CNDO,106,107 
INDO,165 NDDO166) y los propuestos por Dewar en los años setenta y ochenta 
(M IN D O /3,167,168 M NDO,169 A M l170y PM 3171,172).
Para el caso concreto del átomo de fósforo, existen parámetros en los métodos 
MNDO, PM3 y AM1. Sin embargo, las reacciones de transfosforilación suelen tener 
involucradas especies que sufren importantes cambios en la hibridación a lo largo del 
camino de reacción. Así, aunque los métodos semiempíricos como MNDO, AM 1 y PM3 
son más rápidos que los métodos ab initio o los basados en la teoría del funcional de la 
densidad (DFT), no suelen proporcionar resultados adecuados para el estudio de las 
reacciones del fósforo que nos ocupan. Estos métodos sobreestabilizan las estructuras 
hipervalentes lo cual imposibilita el estudio de reacciones de transfosforilación (en las 
que el fósforo cambia su valencia a lo largo de la reacción). Esto es debido, 
fundamentalmente, a que estos modelos no disponen de orbitales d para el átomo de 
fósforo. Si bien es cierto que los métodos AM 1 y MNDO han sido extendidos y han 
incorporado orbitales d para el átomo de fósforo y otros elementos de la segunda fila 
de la Tabla Periódica,173,174 lo han hecho empleando como bases de datos pequeños 
compuestos inorgánicos de fósforo. Afortunadamente, más recientem ente se han 
desarrollado diferentes conjuntos de SRP para reacciones de hidrólisis y transferencia 
de fosfatos. En el año 2003, York y colaboradores175 desarrollaron una 
reparametrización del átomo de fósforo con orbitales d, A M l/d , optimizado para 
modelizar el ataque nucleofílico en reacciones de hidrólisis de ésteres fosfato. 
Posteriormente, en el año 2007, York y colaboradores176 desarrollaron el método 
AM l/d-PhoT, donde se diseñaron un conjunto de parámetros SRP para los átomos de 
oxígeno, hidrógeno y fósforo con la extensión de orbitales d para éste último. Este 
nuevo método, que introduce un escalado de los términos core-core AM 1 y M NDO /d  
en función de cada tipo de átomo, se ha reparametrizado reproduciendo resultados de 
alto nivel (DFT) basados en reacciones de transfosforilación en mecanismos de catálisis 
de ARN.176 En esta Tesis Doctoral, el subsistema cuántico, QM, ha sido tratado con el 
método semiempírico A M l/d -P hoT  empleando el paquete de cálculo M N D 097 .177
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2 .2 . Aplicaciones de los Métodos Híbridos Q M /M M  a 
Cálculos en Fases Condensadas
Los métodos Q M /M M  han demostrado un enorme potencial en estos últimos 
años, siendo objeto de aplicación al estudio de reacciones químicas en diferentes 
medios condensados, como disoluciones o sistemas bioquímicos.43'141'178 194 Son 
especialmente utilizados en el estudio de procesos catalizados, ya que, mientras las 
moléculas que llevan a cabo la reacción química directamente son tratadas mediante 
métodos cuánticos, el resto del sistema puede ser estudiado mediante mecánica 
clásica, con un coste computacional razonable. Por eso una de las aplicaciones más 
populares de los métodos Q M /M M  es el estudio de reacciones bioquímicas en 
enzimas, donde parte del centro activo se incluye generalmente en la parte QM , 
mientras el resto de la enzima, y el disolvente son tratados mediante mecánica clásica 
en la parte M M . De esta forma se puede extraer información de cómo afecta el 
entorno proteico a la reacción, lo cual puede resultar útil para diseñar inhibidores o 
plantear mutaciones que alteren la capacidad catalítica.
2.2.1. Superficies de Energía Potencial
Las superficies de energía potencial (PES, Potencial Energy Surface), surgen en 
el contexto de la aproximación de Born-Oppenheimer,142 que permite separar el 
movimiento de los electrones y los núcleos, basándose en la gran diferencia entre sus 
masas. Dado que la masa de los núcleos es mucho mayor que la de los electrones 
(para el átomo de hidrógeno mn~  1000 me) su velocidad será mucho más pequeña que 
la de los electrones. De esta forma, el núcleo siente a los electrones como una nube de 
carga, mientras que los electrones sienten a los núcleos como si éstos permaneciesen 
congelados y se adaptan instantáneamente a cualquier cambio de posición de los 
núcleos.
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Si aplicamos esta aproximación a la ecuación de Schródinger independiente del 
tiempo para sistemas polielectrónicos obtenemos la expresión 2.1, donde la función de 
onda electrónica dependía paramétricamente de las coordenadas nucleares de las 
regiones QM y M M . Así para cada configuración nuclear se obtiene un conjunto de 
soluciones para el sistema electrónico cada una correspondiente a un estado 
electrónico diferente. El valor propio del hamiltoniano electrónico es la energía 
electrónica (suma de la energía cinética de los electrones + energía de repulsión 
interelectrónica + energía interacción electrón-núcleo) para una determinada 
configuración nuclear. Si a esta energía electrónica se le suma la energía de repulsión 
internuclear, Vnn(Ra/ Rm), obtenemos la energía total que corresponde a una 
configuración nuclear dada. Esta energía es la que llamamos energía potencial del 
sistema polielectrónico dado:
V (R a ,R M) =  E (R a ,R M ) +  Vm(R a ,R M ) (2.11)
Los valores de energías potenciales obtenidos para todas las posibles 
configuraciones nucleares forman la Superficie de Energía Potencial (SEP).
Ahora bien, el principal problema para obtener la superficie de energía 
potencial es el de su dimensionalidad. La energía potencial de un sistema formado por 
N átomos depende de 3N-6 coordenadas (3N grados de libertad de los que se excluyen 
la rotación y la traslación). Al representar en la SEP la energía frente a las coordenadas 
internas obtendríamos un diagrama de 3N-5 dimensiones, (3N-6 dimensiones más la 
energía) imposible de visualizar. La solución radica en el hecho de que la mayoría de 
procesos químicos se basan en el cambio o evolución de tan solo una o dos variables 
geométricas, dando lugar, por lo tanto, a SEPs bidimensionales o tridimensionales 
(Figura 2.9). La SEP obtenida permitirá localizar la estructura correspondiente a cada 
una de las especies participantes en el proceso de reacción, reactivos, productos, 
intermedios y estados de transición, así como corroborar la posible presencia de 
mecanismos de reacción competitivos.
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R e a c t i v e s ,
P r o d u c t o s
Estado de Transición
Figura 2.9: Superficie de energía potencial en 3D y su proyección en 2D. La energía relativa se 
representa en función de dos combinaciones de coordenadas (CR1 y CR2). Los puntos 
estacionarios localizados en la SEP están señalados con flechas azules. La línea naranja 
muestra el camino de mínima energía que comunica reactivos con productos y pasa por el 
estado de transición.
Cada una de las estructuras anteriores es un punto  estacionario  sobre la SEP. 
Los puntos estacionarios presentan unas determinadas características: corresponden a 
estructuras moleculares estables o metaestables ya que la fuerza sobre los núcleos es 
nula. M atem áticam ente , los puntos estacionarios se caracterizan porque la primera  
derivada de la función energía respecto a las coordenadas (vector gradiente) es igual a 
cero:
G = ( dE SE SE 8E A 
dqi ’ dq2 , dqi ’ "* dq3N_6,
=  0 (2 .12)
Los puntos estacionarios se clasifican en función del núm ero de valores propios 
positivos y negativos que se obtienen tras diagonalizar la matriz Hessiana (H) o matriz 
de constantes de fuerza o de derivadas segundas de la energía:
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dq\
d2E
H  =  í5<725^]
dq\dq2
8 2E
dq¡
dq \dq z N -6
s2e
dq 2 dq iN -6 (2.13)
K^q3N-6^ q\ dqiN-edqi d q Í¡N -6  y
•  M ín im o s: Si todos los valores propios de la hessiana son positivos. Este 
com portam iento se debe a que cualquier desplazamiento infinitesimal que se realice 
desde este punto crítico conduce a una situación de mayor energía. A esta categoría 
pertenecen estructuras estables como reactivos, productos e interm edios de reacción 
(Figura 2.9).
•  M á x im o s: Si todos los valores propios son negativos. Este tipo de estructuras 
no son relevantes para el estudio de la reacción química ya que la reacción puede 
transcurrir sin que el sistema visite estas regiones de alta energía de la SEP.
•  Puntos de silla de  o rd en  1: Si la matriz hessiana diagonalizada posee un único 
valor propio negativo significa que este punto es un mínimo en todas las direcciones 
excepto en una, para la que es un máximo. Así, todas las posibles modificaciones de la 
geom etría nuclear dan lugar a un increm ento de la energía, excepto en una dirección 
que conecta el punto con los mínimos asociados; dirección que se encuentra definida 
por el vector de transición (TV, Transition Vector). Este tipo de estructura se denomina  
punto de silla, ya que su representación tridim ensional recuerda a una silla de m ontar 
(ver Figura 2.10). Este punto crítico representa el estado de transición (TS) para la 
transformación de una estructura estable en otra (Figura 2.9).
Figura 2.10: Punto de silla en tres dimensiones, máximo en una dirección y mínimo en la 
dirección perpendicular.
60
Fundamentos Teóricos
Tanto el vector gradiente como la matriz hessiana, además de servir para 
caracterizar las estructuras obtenidas, se emplean también en los diferentes métodos 
de localización de dichas estructuras. Hay métodos que únicamente hacen uso del 
vector gradiente en el proceso de localización,138 como los basados en el Gradiente 
Conjugado o el método Steepest Descent, y otros que hacen uso del vector gradiente y 
de la Hessiana, como el método Newton-Raphson195 197 aunque suelen estar 
restringidos a la búsqueda de mínimos, no siendo fiables para la localización de 
estructuras del TS. Para localizar puntos de silla es conveniente emplear algoritmos 
basados en el uso de la matriz hessiana. Entre los más empleados tenemos el 
Eigenvector Following (EF)198 o el método de Davidson-Fletcher-PoweH (DFP).199
Durante una reacción química, los reactivos pueden transformarse en 
productos siguiendo cualquier ruta sobre la SEP. Sin embargo, de todas las posibles, las 
más favorable es aquella que presenta la menor barrera de energía potencial. Este 
camino, que debe pasar por la estructura de transición, se conoce como camino de 
reacción intrínseco.200'201 La posición del sistema a lo largo de este camino se 
denomina coordenada de reacción (RC, reaction coordínate) y se suele asignar el valor 
cero a la posición de la estructura de transición, valores negativos en la parte del 
camino representan reactivos y positivos, productos. También es posible seguir el 
avance de una reacción definiendo una coordenada de reacción distinguida202 
relacionada con una o varias coordenadas que tengan una especial importancia en la 
reacción (por ejemplo, un enlace que se rompe o se forma, o bien la combinación 
antisimétrica de ambas).
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2.2.2 .. Dinámicas Moleculares
Cuando estudiamos procesos químicos que tienen lugar en medios 
condensados, cada posible estado del sistema viene representado por una miríada de 
configuraciones que se diferencian en pequeños cambios geométricos y energéticos. 
De esta forma, solo una estructura de reactivos, estado de transición o productos no 
puede describir completamente estos estados, pudiéndose obtenerse conclusiones 
distintas según las estructuras escogidas. Para calcular propiedades termodinámicas es 
necesario tener en cuenta las diferentes configuraciones, y solo de este modo 
podremos comparar las magnitudes obtenidas con los valores experimentales.
Uno de los métodos empleados para evaluar las distintas configuraciones del 
sistema se basa en el estudio de la dinámica de los núcleos atómicos que lo forman, 
conocido como Dinámica Molecular (MD, Molecular Dynamics).203 Existe otra 
estrategia para llevar a cabo simulaciones moleculares, son las llamadas simulaciones 
de M onte Cario,204 que hace uso de procesos estocásticos (este método genera 
aleatoriamente configuraciones del sistema utilizando un conjunto de criterios para 
decidir si se acepta o no se acepta una nueva configuración, pero no proporciona de 
una manera explícita información dinámica acerca del sistema).
La Dinámica Molecular recurre a la solución de las ecuaciones del movimiento 
para cada partícula de nuestro sistema. Existen varias formas para desarrollar el 
estudio dinámico de un sistema. Nosotros adoptaremos la descripción que empieza 
con la definición del Hamiltoniano del sistema:
ñ < P M  =  t , ( ^ - P Í  + í } J  =  f l (K(pl)  +  f i ' f )  (2.14)
1=1 ¿m¡ 1=1
donde p¡ es el momento cinético de la partícula i y V es el potencial efectivo que en 
nuestro caso vendría dado por la ecuación (2.3). Es posible derivar las ecuaciones de 
movimiento para las variables de la ecuación anterior utilizando las ecuaciones de 
Hamilton,
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f = M = j L
SP, " ,  (2.16)
Si sustituimos la ecuación (2.16) en la ecuación (2.15) obtendremos la ecuación 
de Newton que describe el movimiento nuclear de nuestro sistema.
a 2n d ñ e
(2.17)
P: ( i )  =  mjai =  m¡ = --------—
' ' ' ' d t 2 d f i
» 1 dñ*3¡ = ---
m  d?¡
Para estudiar la dinámica de un sistema, las ecuaciones de movimiento deben 
ser resueltas para cada partícula del sistema. Una vez conocida la fuerza que actúa 
sobre un determinado núcleo, así como la posición y su velocidad en un instante (t), es 
posible calcular la nueva posición que tendrá transcurrido un incremento finito de 
tiempo (At). Para obtener las posiciones y velocidades siguientes tendremos que 
integrar la ecuación (2.17). De entre los diversos métodos de integración, los más 
sencillos son los que se basan en el algoritmo de Velocity-Verlet.205 Así, las ecuaciones 
para la posición y velocidad de cada partícula quedarían:
r, ( /  +  & l)  =  f, (()  +  Aív, +  (2.18)
2m¡
v, ( í  +  A /) =  v, ( 0  +  (F ,. ( í ) +  F, ( I +  A i))
¿mi (2.19)
Los pasos a seguir en una dinámica molecular se pueden esquematizar de la 
siguiente forma:
1. Definir la composición del sistema.
2. Asignar valores iniciales para las posiciones r¡(t =  0) y velocidades v¡(t =  0) de 
las partículas.
3. Definir el incremento de tiempo (timestep, At), para la integración y el número 
de pasos de integración (duración de la simulación).
4. Calcular las fuerzas a t  = 0.
5. Calcular las posiciones para el tiempo t  + At con la ecuación (2.18).
6. Calcular las fuerzas a t  + At.
7. Calcular las velocidades a t  + At con la ecuación (2.19).
Dinámicas Moleculares
8. Incrementar el tiempo, At.
9. Repetir el ciclo desde 5 hasta 8 hasta completar el tiempo requerido.
10. Analizar los resultados.
Por lo tanto, para calcular una trayectoria, tan solo necesitamos las posiciones 
iniciales de los átomos, sus velocidades y las fuerzas, las cuales se determinan a partir 
del gradiente del potencial efectivo (ecuación (2.17)). Las posiciones iniciales las 
obtenemos a partir de estructuras experimentales (rayos X de la proteína, por 
ejemplo). Otra condición importante es la elección de las velocidades iniciales para los 
átomos del sistema. Estas suelen ser escogidas aleatoriamente a partir de una 
distribución de Maxwell-Boltzmann a una temperatura dada. Si la tem peratura del 
sistema es T, la probabilidad de que la velocidad del átomo i tenga un valor del módulo 
de la velocidad entre v y (v+dv) es:
f{v )d v  =
m ,
2 7¡kBT  j
\ 3/2 ( 
exp
2 kBT
dv (2 .20)
Una magnitud fundamental en una simulación de dinámica molecular es el 
incremento del tiempo o paso de integración. El factor que limita este valor son los 
modos de vibración. Es decir, At debe ser suficientemente pequeño como para que la 
vibración más rápida a describir pueda seguirse con suficiente detalle durante la 
integración de las ecuaciones de movimiento. En la práctica, el incremento de tiempo  
escogido suele ser de 1 fs.
El siguiente paso sería escoger las condiciones en las que tendrá lugar la 
dinámica. Las condiciones de trabajo más empleadas son aquellas donde la 
temperatura, el número de partículas y el volumen son constantes, lo que se conoce 
como colectivo canónico o NVT. Para mantener constante la tem peratura se puede 
hacer uso de distintos algoritmos, como el propuesto por S. Nosé y W . G. Hoover,206-208 
basado en el acoplamiento de la dinámica del sistema con un baño externo. Otra 
posibilidad es el método propuesto por Berendsen y colaboradores209 el cual incluye 
un término adicional al cálculo de las velocidades instantáneas, asociado a una fuerza
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de fricción dependiente de la temperatura del baño y que la proporciona la siguiente 
ecuación:
donde Tt es la tem peratura instantánea. El término añadido a la ecuación de 
movimiento actúa como una fuerza de fricción. Si la temperatura del sistema es mayor 
que la tem peratura del baño, la fuerza de fricción es negativa, y esto conlleva una 
disminución de la tem peratura y las velocidades. En cambio, si la temperatura es 
menor que la tem peratura del baño, la fuerza de fricción es positiva, lo cual aporta 
energía al sistema aumentando la temperatura y las velocidades. De esta forma, 
controlamos las velocidades sobre todos los núcleos del sistema y obtenemos 
trayectorias continuas en el tiempo. Otro procedimiento es el basado en la ecuación 
de Langevin209 en el que se introduce una fuerza de fricción proporcional a la
donde R¡(t) es una fuerza aleatoria que promedia a cero y cuya varianza está 
relacionada con la tem pratura y es una constante de fricción.210
2.2.3. Energías Libres
Cuando usamos la mecánica cuántica para describir un sistema con N partículas 
ocupando un volumen V, el posible estado microscópico corresponde a una serie de 
estados propios (Yj (N, V)) y sus correspondientes valores propios (E¡(N,V)). El número 
de estados microscópicos con la misma energía es conocido como degeneración de un 
nivel, fíj(N,V,E¡). Para un sistema macroscópico, fí¡ es una función que aumenta con la 
energía y puede tom ar valores muy grandes. Mientras el sistema esté en equilibrio 
termodinámico su estado macroscópico permanecerá inalterado pero puede ocupar 
todos los estados microscópicos compatibles con la descripción macroscópica. La
(2.21)
velocidad:
a /t )  =  +  Vi ( t ) y i + Ri(t)
m,
(2 .22)
Energías libres
probabilidad de encontrar el sistema en cada uno de los estados microscópicos 
durante su evolución dependerá de las restricciones impuestas en la evolución del 
mismo. Para un sistema determinado podemos elegir el número de partículas, el 
volumen y la temperatura (N,V,T), para especificar el estado termodinámico. En un 
colectivo de sistemas idénticos especificados de esta forma o colectivo canónico, la 
probabilidad de encontrar un sistema en un estado microscópico i viene dado por:
donde Q(N, V, T) es la función de partición canónica, que puede ser escrita como una 
suma sobre los niveles de energía en vez de sobre los estados microscópicos:
En las expresiones previas se ha supuesto que es posible llevar a cabo la suma 
sobre diferentes niveles de energía, lo cual implica que la energía está cuantizada. Si se 
usa la mecánica clásica, las expresiones deben ser modificadas para integrar sobre una 
variación continua de la energía. Además, el estado microscópico no está ya 
especificado por números cuánticos. En su lugar, queda especificado por una serie de 
coordenadas y momentos de todas las partículas (rN; pN). Si la energía clásica es H(rN; 
pN), la correspondiente expresión para una función de partición canónica es clásica:
(2. 23)
(2. 24)
(2. 25)
donde
N
(2. 26)
/= ]
(2. 27)
66
Fundamentos Teóricos
La probabilidad de encontrar un estado microscópico particular (es decir, con 
coordenadas y momento en el rango rN + drN y pN+ dpN) se define a través de su 
correspondiente densidad de probabilidad:
Propiedades mecánicas (como la energía o la presión) tienen valores definidos 
en los estados microscópicos y sus correspondientes valores macroscópicos son 
simplemente el promedio sobre los estados microscópicos ocupados por el sistema 
durante el tiem po de la medida. De acuerdo con el principio ergódico esto es 
equivalente a un promedio sobre los estados microscópicos que aparecen en el 
colectivo. De esta forma, en un conjunto canónico, una propiedad mecánica como la 
energía interna puede ser obtenida como:
í /  =  ( £ )  =  J - - J p mTt f ( r N,p N) * ' > "  (2.29)
Las propiedades térmicas (entropía y energía libre) no pueden obtenerse de la 
misma manera ya que no están definidas para un estado microscópico particular. De 
hecho, estas propiedades dependen de cómo el sistema evoluciona entre los 
diferentes estados microscópicos accesibles. Para la energía libre de Helmholtz se 
puede demostrar que:211
A =  -k T \n Q { N ,V ,T )  (2.30)
Debemos recordar que la energía libre de Helmholtz es el potencial termodinámico 
cuyas variables naturales independientes son las del conjunto canónico. Las energías 
libres de Gibbs y Helmholtz son diferentes cantidades para un mismo proceso, pero 
tienen valores similares en fases condensadas.
Desde un punto de visto químico, el interés se centra en el cálculo de las
diferencias de energía libre durante el proceso químico. En esta Tesis Doctoral hemos
empleado el método de Perturbación de Energía Libre (FEP, Free Energy Pertubation) 
para el cálculo de diferencias de energía libre. Si consideramos dos estados I y II la 
diferencia de energía libre de Helmholtz entre ambos es:
Energías libres
(2.31)
Podemos reordenar esta expresión quedando:
AA =  -k T \n p ^ d p "
(2.32)
=  - k T  ln(exp[- ( H n -  H ,  ) /k T }
La diferencia de energía libre entre los dos estados puede ser calculada a partir 
del valor promedio, evaluado sobre un conjunto de configuraciones de uno de ellos. El 
problema práctico aparece si durante la simulación de un estado dado, el espacio 
configuracional del otro no está correctamente muestreado. En ese caso, la cantidad 
H||-H| sería muy grande y entonces las configuraciones seleccionadas contribuirían 
poco al promedio. Para solucionar este inconveniente, se puede introducir un número 
¡limitado de estados intermedios entre I y II y así calcular la diferencia de energía libre 
como la suma de pequeñas cantidades:
Para definir estos estados, podemos introducir un parámetro de acoplamiento 
o perturbación, X, que permite una transformación continua desde el Hamiltoniano del 
estado I al del estado II:
donde A,=0 define el estado I y A.=l al estado II. Es importante darse cuenta que el 
camino termodinámico trazado para ir del estado I al II no necesita ser un camino con 
significado físico. Una ventaja práctica del método FEP es que las simulaciones llevadas 
a cabo por el estado i pueden ser usadas para calcular la diferencia de energía libre en
A A — Ajj A ¡ —{An An_1)+{An_1 An_¡ ) + . . .  +  (A2 A,) —
(2.33)
(2.34)
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ambos sentidos de la transformación química (ecuación 2.33). Esta estrategia se 
denomina Doble Muestreo Extendido (Double Wide Sampling).212 Idealmente, ambas 
cantidades deben ser equivalentes:
AAj^ ji =  —AAjj^ j (2. 35)
Los errores debidos a un muestreo incompleto introducen diferencias entre 
estos dos valores. Esta diferencia es una estimación razonable del error al calcular la 
diferencia de la energía libre, la cual se expresa como el promedio de las magnitudes 
del camino en el sentido directo e inverso.
2.2.4. Potencial de Fuerza Media
En química estamos muchas veces interesados en la evolución de un sistema a 
lo largo de una coordenada y en los cambios de energía libre asociados a ésta. El 
concepto termodinámico asociado a esta evolución es el de Potencial de Fuerza Media 
(PMF, Potencial o f M ean Forcé) representado por W (£) cuya definición se ajusta a la 
siguiente expresión:
W®0)cc-kBTln(PrfJ) (2.36)
donde (p(40))  es la función de distribución de probabilidad de encontrar al sistema en 
un valor particular de la coordenada y se expresa como:
p .3 7 ,
Xf'Vsoj/ [e~(y(r)/kj,T)dr
En la ecuación anterior, £ 0 representa el valor de la coordenada de reacción elegida y 
la delta de Dirac permite seleccionar un valor particular de ésta (ya que tan solo toma 
en consideración aquellas configuraciones con ese determinado valor, de lo contrario 
su valor es cero).
Desafortunadamente, suele ser impracticable obtener PMFs asociados a una 
transformación a lo largo de una coordenada directamente de una única dinámica 
molecular si el proceso implica diferencias energéticas significativamente mayores que 
kBT. El problema reside en el hecho de que si dejamos a nuestro sistema que
Potencial de Fuerza Media
evolucione librem ente, nunca explorará todas las configuraciones de interés sino solo 
aquellas cercanas a mínimos energéticos (ver Figura 2.11). De esta form a no 
podríamos acceder a estructuras de mayor energía como son los estados de transición. 
Es por ello, que debemos aplicar técnicas que nos perm itan explorar todas las 
configuraciones que deseemos de la superficie de energía potencial.
Figura 2.11: Sistema que evoluciona libremente desde un estado de mayor energía (a) a un 
estado más estable energéticamente (b) sobre la superficie de energía potencial.
2.2.4.1. Umbrella Sampling
De entre los distintos métodos existentes para m ejorar el m uestreo de todas 
las configuraciones de interés, el más em pleado es la técnica de M uestreo del 
Paraguas (U m b re lla  S a m p lin g 213 214 Con este m étodo, la simulación se lleva a cabo 
aplicando una función Vumb(£,0,¡) que restringe al sistema en los alrededores de un 
determ inado valor de la coordenada de reacción escogida. La form a del potencial es 
arbitraria, aunque suele ser muy em pleada una función de tipo armónico como la 
expresada en la ecuación (2.38), donde Kumb.¡ es la constante de fuerza y es el 
valor de referencia de la coordenada de reacción escogida.
E
( 2 .38 )
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Como resultado, obtenem os una serie de funciones de distribución restringidas,
\P i4 o ) )hiased> centradas cada una en un valor determ inado de la coordenada de
reacción escogida o ventanas de simulación. La función de distribución de probabilidad 
para el sistema restringido (o biased) puede relacionarse con la del sistema sin 
restricciones (o u nb iased ):
L , „  =
-rr = *u» A f.j-G S ) , ,
unbiased
I 1 2 ^/  :_v { e _ Fní  \
/  —,^ U m b , i '- '9 o , í  'so ,i /
e 2k*T
(2.39)
unbiased
Conocida la función de distribución de probabilidad del sistema no restringido, 
podemos obtener el PMF haciendo uso de la ecuación (2.36) (Figura 2.12).
cu
Figura 2.12: Representación de las distintas ventanas trazadas para generar el PMF. En cada 
una de las ventanas se ha aplicado la técnica de Umbrella Sampling.
W H A M
2.2.4.2. Método de Análisis de Histogramas Ponderados (WHAM)
La reconstrucción de la función de distribución total sin restricciones a partir de 
las distribuciones individuales de cada una de las ventanas, es un paso crucial para la 
obtención del PMF. Un método adecuado para ello es el Método de Análisis de 
Histogramas Ponderados (W HAM, Weighted Histogram Analysis M ethod).215 En este 
método la función de distribución de probabilidad se expresa como una combinación 
lineal de funciones de distribución para distintos valores de la coordenada de reacción, 
donde el número de funciones coincide con el número de ventanas (N).
Los coeficientes c¡ se escogen de modo que el error aleatorio
distintas dinámicas moleculares a distintos valores de la coordenada de reacción 
(ventanas) y de las cuales disponemos las correspondientes funciones de distribución o 
histogramas de frecuencias (Figura 2.13). Al generar la función total de distribución por 
combinación lineal, los coeficientes c¡ resultan dependientes del valor de PMF en las 
distintas ventanas:
probabilidad de dicha ventana. El acoplamiento entre las distintas ventanas se 
resuelve iterando de modo autoconsistente. Inicialmente se asigna un valor a todas las 
energías libres W (£0<j) de cero, y se resuelven las ecuaciones anteriores, obteniendo un 
conjunto de energías mejorado. El proceso se repite hasta que ya no se producen 
cambios ni en las energías libres ni en la función de densidad total.
unbiased/=l (2.40)N
/=!
( p í u 2) - { p (u Y  sea mínimo. Por tanto, nos encontramos con que hemos realizado
unbiased
íyMa:;=1________biased
(2.41)
H  ¡oí.'. )¡>ws. w .
e B
donde n¡ es el número de datos empleados para calcular la función de distribución de
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Figura 2.13: Histogramas del promedio de la función de distribución de probabilidad 
asociados a la coordenada de reacción escogida.
Efectos Cinéticos Isotópicos
2 .3 . Efectos Cinéticos Isotópicos
Uno de los principales objetivos en el estudio de la reactividad es determinar 
los mecanismos moleculares por los que transcurren las reacciones químicas. Sin 
embargo, estos nunca se pueden obtener como resultado directo de una medida 
experimental o conjunto de ellas, sino que se obtienen a partir de datos indirectos y se 
aceptan como hipótesis válidas siempre que sean compatibles con resultados tanto  
experimentales como de simulaciones teóricas. Uno de los métodos más empleados 
para el estudio de los mecanismos de reacción se basa en el análisis de las variaciones 
de la constante de velocidad cuando tiene lugar una sustitución de uno o varios 
átomos involucrados en el proceso químico por uno de sus correspondientes isótopos. 
Al realizar una sustitución isotópica, como por ejemplo la sustitución de átomos de 
hidrógeno por átomos de deuterio, se modifican la masa de las moléculas y las 
frecuencias vibracionales. Sin embargo, aunque se modifique la velocidad de reacción, 
esta substitución no afecta a la hipersuperficie de energía potencial del sistema 
químico ya que ésta es independiente de las masas atómicas. Los efectos isotópicos 
representan un método muy adecuado de comparar los resultados teóricos con los 
experimentales, permitiendo así validar los diferentes mecanismos propuestos, los 
estados de transición de la etapa limitante de la velocidad y la metodología de trabajo  
empleada.
Los efectos isotópicos pueden clasificarse en:
•  Efectos Isotópicos de Equilibrio (EIE, Equilibrium Isotope Effect): Consiste en la 
alteración de la constante de equilibrio debido al cambio de uno o más átomos por un 
isótopo. Se obtiene mediante el cociente entre las constantes de equilibrio de la 
reacción con el átomo ligero y con el átomo pesado respectivamente, esto es,
Kligero/Kpesado-
•  Efectos Isotópicos Cinéticos (KIE, Kinetic Isotope Effect): Consiste en la 
modificación de la constante de velocidad de la reacción debido al cambio de uno o 
más átomos por un isótopo y se obtiene mediante el cociente entre las constantes de
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velocidad de la reacción con el átomo ligero y la correspondiente con el átomo pesado, 
esto es, kügero/kpesado- La notación común del efecto isotópico suele ser el cociente 
entre constantes de velocidad (por ejemplo, k14N/k i5N, para una reacción con los dos 
isótopos más comunes del nitrógeno) aunque puede abreviarse (como 15k, indicando, 
en este caso, el efecto isotópico cinético sobre el nitrógeno 15).216
Por otra parte, los efectos cinéticos isotópicos pueden ser, dependiendo de la 
sustitución isotópica, primarios, si el átomo sustituido se encuentra en un enlace que 
se está formando o rompiendo en el transcurso de la reacción, o bien, secundarios, 
cuando las sustituciones isotópicas se hacen en átomos que no están implicados en 
ningún enlace que se va a romper o formar. Por último, dependiendo del valor que se 
obtiene al hacer el cociente de constantes se clasifican en efecto isotópico normal si el 
cociente es mayor que 1, esto es, si el compuesto con el isótopo ligero reacciona a una 
velocidad mayor que el correspondiente con el pesado; o efecto isotópico inverso si el 
cociente es menor que 1. Un valor igual a 1 implica la ausencia de efecto isotópico.
Ya se ha hablado de la utilidad de los efectos isotópicos para comparar los 
resultados teóricos con los experimentales, pero, ¿qué información se puede sacar de 
ellos? El efecto cinético isotópico, por ejemplo, refleja cómo cambia un enlace (en el 
cual uno de sus átomos es sustituido isotópicamente) al pasar de reactivos al estado 
de transición en la etapa lim itante de la velocidad. En la presente Tesis Doctoral vamos 
a utilizar el análisis de KIEs dado que éstos proporcionan información sobre el estado 
de transición de la etapa lim itante de la velocidad del proceso químico. Un KIE igual a 
la unidad demostraría que el átomo isotópicamente sustituido no se encuentra 
envuelto en la etapa lim itante de la velocidad. Para describirlo teóricamente vamos a 
emplear la Teoría del Estado de Transición (TST)42,217'219 donde la constante de 
velocidad, en ausencia de recruzamientos y efecto túnel, se expresa como:
k = k ¿ K x (2.42)
h
La ecuación (2.41) se conoce como la ecuación del estado de transición de 
Eyring42 y K * es la constante de equilibrio de activación. Si suponemos una reacción 
donde los reactivos (R) reaccionan para dar productos (P) a través de un estado de 
transición (TS), y se recurre a las funciones de partición (Q) de cada una de las especies
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para calcular el valor de la constante de equilibrio de activación, ésta puede expresarse 
como:
g t . m . S a . ^ Á r  (243)ra a
donde AE *  es la diferencia de energía potencial entre R y TS o barrera de energía 
potencial.
Recordemos que la función de partición puede expresarse aproximadamente 
como el producto de contribuciones independientes de energía traslacional (qt), 
rotacional (qr), vibracional (qv) y electrónica (qe):
Q  =  q,qr<iv<ie (2.44)
Teniendo en cuenta las aproximaciones de rotor rígido y oscilador armónico 
tenemos que,
g ,= £ ( 2 x M k , T ) %  (2.45)
qr = ^ ( l * k , T ) A ( I . l J c')y'  (2.46) 
oh
_ h v , /
N .  / 2 k „ T
» . - n — < ¡ v -  <2-47>
i l - e  / k>T
9 ,  I 2 -4 8 )
donde V es el volumen del sistema, M  es la masa molecular del sistema, o corresponde 
a un factor de simetría que caracteriza el tipo del momento de inercia respecto a los 
ejes principales ( /a¡,c)  en función de la geometría de la molécula, N v es el número de 
modos normales de vibración (siendo uno menos en el estado de transición ya que la 
coordenada de reacción no contribuye a la función de partición del estado de
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transición, QTs), son los valores de las frecuencias asociadas a los distintos modos 
normales de vibración de la molécula y E¡ son los niveles energéticos electrónicos.
Haciendo uso de las ecuaciones anteriores, el KIE puede expresarse como un 
cociente de las funciones de partición del TS y R. Si suponemos que la sustitución 
isotópica es de un átom o ligero (L) por uno pesado (P), la expresión m atem ática  
vendría dada por la siguiente ecuación:
k L _ K \  
k, K*
(  L  L L \
q, qr qv 
q, qr qv
í  p p p \
q, q, qv
L L L
T s \q t  q r q v ) ^
(2.49)
Nótese que el térm ino  electrónico se cancela ya que teniendo en cuenta la 
aproximación de B orn-O ppenheim er,142 q£ =  q%. En la ecuación anterior, el cociente 
referido a los reactivos puede expresarse como:
(9± \ = Í ^ T  p e — 2^11 l* “ )
\ qp) r \ m pj [ i s ' b i n  t )
(2 .50 )
M M I ZPE EXC
El factor M M I es una función del m om ento de inercia y de las masas (Masses 
and M om ents of Inertia) de R y TS (o P en el caso de un EIE). El térm ino ZPE (Zero- 
Point Vibrational Energy) es debido a las diferencias en los niveles de energía 
vibracional del punto cero de R y TS. Por último, el térm ino EXC de excitación 
(Excitacional) tiene en cuenta que una sustitución isotópica afecta a la población de los 
niveles de energía vibracional excitados de R y TS.
Si combinamos las ecuaciones (2.50) y (2.49), el efecto isotópico cinético puede 
expresarse m ediante el producto de tres términos:
K IE  =  M M I  x Z P E  x  E X C  (2.51)
El producto de los factores M M I y EXC suele ser próximo a la unidad (para 
moléculas grandes los cambios en la masa tota l así como en los componentes del
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momento de inercia en los ejes principales son pequeños) y, por tanto, el valor del KIE 
viene determinado fundamentalmente por el término ZPE. Como hemos visto en la 
ecuación (2.48), éste depende de las frecuencias asociadas a los distintos modos 
normales de vibración de la molécula cuya expresión, empleando la aproximación del 
oscilador armónico, es:
donde &f,í es la constante de fuerza del oscilador armónico y p¡ es la masa reducida 
asociada al modo normal i. Si observamos esta fórmula podemos ver que a igual 
constante de fuerza, masas mayores conducen a frecuencias de vibración menores. 
Para hacer un análisis simplificado del origen de los KIEs, imaginemos el proceso de 
rotura de un enlace C-H. Si sustituimos el H por D, el enlace C-D es igual de fuerte que 
el C-H, dicho de otra forma, la constante de fuerza para la vibración del enlace C-H es 
igual a la del enlace C-D. ¿Cuál es la razón de que el enlace C-D cueste más de romper? 
La razón la tenemos en el hecho de que aunque los enlaces son químicamente 
idénticos, las frecuencias de vibración no serán iguales ya que las masas cambian. 
Ahora bien, ¿cómo influye este hecho sobre la constante de velocidad? El aumento de 
la masa conduce a una disminución de la frecuencia (ver ecuación 2.52) y, por tanto, 
de la energía del punto cero. Este efecto se da principalmente en los reactivos ya que 
en el estado de transición el enlace C-H define la coordenada de reacción. Así pues, la 
consecuencia de la sustitución isotópica por un átomo más pesado en el enlace que se 
rompe suele conducir a un aumento de la barrera (ver Figura 2.14) y una disminución 
de la constante de velocidad. Es decir, se observa un KIE normal.
Una determinación cuantitativa del KIE requiere de la evaluación del efecto de 
la sustitución isotópica sobre todas las funciones de partición de reactivos y productos 
y el uso de la ecuación (2.50). Además, recordemos que en presencia de efecto túnel y 
recruzamientos la evaluación del KIE requerirá cuantificar también el efecto del 
cambio de masa sobre estas contribuciones a la constante de velocidad.
(2.52)
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Figura 2.14: Diagrama esquemático del origen de los KIEs en reacciones químicas.

Objetivos
3. OBJETIVOS
La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo el estudio teórico de las reacciones de hidrólisis de ásteres fosfato catalizadas por dos miembros evolutivamente relacionados de la superfamilia de la Fosfatasa Alcalina 
(AP y NPP) y la Fosfotriesterasa (PTE).
En concreto, los objetivos planteados y abordados a lo largo de esta Tesis Doctoral son 
los siguientes:
•  Calibrar el método semiempírico que pretendemos usar, el A M l/d -  
PhoT, frente a métodos de alto nivel y resultados experimentales en 
fase acuosa.
•  Optimizar la metodología híbrida Q M /M M  para el estudio teórico del 
mecanismo de catálisis enzimática de hidrólisis de ésteres fosfato.
•  Estudiar el mecanismo de reacción de hidrólisis del monoéster fosfato 
mNBP2' en la AP.
•  Estudiar el mecanismo de reacción del diéster fosfato MpNPP' en la 
NPP.
•  Con el fin de evaluar la capacidad promiscua de la AP, estudiar su 
actividad secundaria como diesterasa mediante el estudio teórico de 
hidrólisis del diéster MpNPP' en la AP.
Objetivos
•  Entender qué interacciones presentes en cada enzima permiten 
discriminar entre un sustrato u otro.
•  Entender qué mutaciones permiten mejorar la capacidad diesterasa de 
la AP o la capacidad monoesterasa de la NPP.
•  Entender cómo tuvo lugar la divergencia evolutiva desde un ancestro 
común hacia una diesterasa (NPP) y una monoesterasa (AP).
•  Estudiar el mecanismo de hidrólisis del triéster Paraoxon tanto en el 
seno de la PTE como en disolución acuosa.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
4.1. Validación del Método Semiempírico AM1/d-PhoT
El primer paso de este trabajo consiste en la calibración del método A M l/d -  
PhoT para nuestro estudio. El objetivo es comprobar la bonanza del método 
semiempírico que vamos a utilizar en este estudio para describir la parte cuántica en 
las reacciones de hidrólisis de ésteres fosfatos. Tal y como comentamos en la sección 
de metodología (apartado 2.1.2), este método incorpora orbitales d para el 
tratam iento del átomo de fósforo que, como veremos a continuación, resultan 
fundamentales para describir adecuadamente las reacciones que nos ocupan. De 
hecho, como se verá, el Hamiltoniano AM 1 proporciona resultados cualitativa y 
cuantitativamente erróneos.
En general, siempre es necesario realizar una validación previa de la 
metodología empleada sobre sistemas similares a los de interés y para los que existan 
datos experimentales de referencia. En nuestro caso resulta particularmente necesario
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pues se trata de un método relativamente nuevo (publicado en el año 2007),176 poco 
utilizado en la bibliografía y desarrollado como un conjunto de parámetros basados en 
unas reacciones de transfosforilación e hidrólisis determinadas (en concreto, sobre una 
base de datos de catálisis de ARN). Por lo tanto, esto implica la necesaria 
comprobación de su comportamiento en las reacciones de hidrólisis de ásteres fosfato 
que nos ocupan.
Para el calibrado previo vamos a estudiar la reacción de hidrólisis alcalina de un 
diéster fosfato (MpNPP ) en disolución acuosa (Figura 4.1), de la cual se dispone de 
datos experimentales.220'221
Figura 4.1: Representación esquemática de la reacción de hidrólisis básica del MpNPP'.
Por una parte, vamos a estudiar esta reacción mediante simulaciones de 
dinámica molecular Q M /M M  empleando tanto el método AM 1 como el A M l/d-PhoT. 
Estos resultados los compararemos con el estudio de la misma reacción empleando 
métodos DFT, concretamente el funcional híbrido B3LYP.222'223 De esta forma, 
confirmaremos la bonanza del método A M l/d-PhoT. Por otra parte, determinaremos 
los KIEs para esta reacción tanto para los cálculos Q M /M M  como para los cálculos DFT, 
y los compararemos con los valores experimentales existentes.220'221 De esta forma, 
constataremos si el mecanismo de reacción descrito por el método A M l/d -P h o T  y el 
método de alto nivel DFT coincide con el experimental.
4.1.1. Hidrólisis alcalina del diéster MpNPP en disolución 
acuosa
El estudio se llevó a cabo a dos temperaturas, 25 y 95 °C. Por una parte, 95 °C 
es la temperatura a la que se determinaron los KIEs experimentales220'221 que más 
adelante analizaremos, y 25 °C es la tem peratura de referencia empleada en la mayor
O
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parte de las simulaciones realizadas en esta Tesis Doctoral. El estudio de la reacción 
mostrada en la Figura 4.1 se comenzó empleando como método de cálculo el funcional 
híbrido B3LYP212'213 con la base 6-31+G*. El efecto de la solvatación se introdujo 
empleando el modelo de continuo polarizado (PCM, Polarizable Continuum M odel).224
Mediante el uso del programa Gaussian03,225 se localizaron las estructuras de 
reactivos (R), estado de transición (TS) y productos (P). Éstos se caracterizaron 
mediante el cálculo de su matriz hessiana, que al diagonalizarse poseía todos los 
valores propios positivos en el caso de los mínimos, o un único valor negativo para el 
caso del TS. Sobre estas estructuras se realizaron cálculos puntuales con un conjunto 
de base mayor, 6-311++G **, a partir de los cuales se obtuvieron las energías. Estos 
cálculos se llevaron a cabo a las dos temperaturas antes mencionadas, cambiando la 
constante dieléctrica del disolvente (e = 78.5 a 25 °C y e = 56.1 a 95 °C).226
Para llevar a cabo las simulaciones de dinámica molecular, se partió de la 
estructura del estado de transición localizada anteriormente y se solvató añadiendo 
una caja cúbica de 55.8 Á de lado de moléculas de agua. A continuación, se eliminaron 
todas aquellas moléculas de agua cuyos oxígenos se encontraran a una distancia 
menor de 2.8 Á de todo átomo de soluto diferente de hidrógeno. Del mismo modo que 
en los cálculos B3LYP, se prepararon dos sistemas, uno para cada temperatura con la 
densidad correspondiente al agua a dichos valores de temperatura. El sistema 
resultante se encontraba compuesto por 24 átomos de soluto descritos mediante 
métodos QM y 5816 o 5576 moléculas de agua tratadas mediante M M  para los 
sistemas a 25 y 95 °C, respectivamente. La región QM se trató mediante el método 
semiempírico A M l/d -P h o T  mientras que la región M M  se trató mediante el campo de 
fuerzas TIP3P.148 Con la finalidad de comprobar el comportamiento del método AM1 
en la descripción de las reacciones de hidrólisis de ésteres fosfato, también realizamos 
las simulaciones tratando al subsistema QM con este método a la temperatura de 25 
°C.
Las simulaciones de dinámica molecular se realizaron mediante el uso de la 
librería fDYNAMO.151 A través de estas simulaciones se obtiene el perfil de energía 
libre del proceso expresado como un Potencial de Fuerza Media (PMF) asociado a una 
coordenada distinguida. En este caso escogimos como coordenada distinguida, la
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combinación antisimétrica entre la distancia del enlace que se rompe y la distancia del 
enlace que se forma, esto es R C = d (P -O M PNPp)-d(P-O oH), de modo que los valores 
negativos definen reactivos y los valores positivos, productos. Para poder realizar un 
muestreo de valores de coordenada de reacción correspondientes a estructuras que 
no correspondan a mínimos en la SEP y obtener la función de distribución total se 
empleó la técnica de Umbrella Sampling213,214 y el Weighted Histogram Analysis 
M ethod  (W HAM ).215 El valor de la constante de fuerza utilizada para el Umbrella 
Sampling (Kumb) fue de 2500 kJ/mol-Á2 para todas las dinámicas y un paso de 
integración de 1 fs.
A lo largo de las simulaciones se ha empleado el colectivo canónico, por lo que 
la energía calculada es la energía libre de Helmholtz. Cambios en energías libres de 
Helmholtz para reacciones en medios condensados pueden considerarse, con una 
buena aproximación, como cambios en energía libre de Gibbs. Para seguir la evolución 
dinámica del sistema, se empleó el integrador de Langevin-Verlet para la realización de 
las dinámicas donde se mantuvo la tem peratura del sistema constante a 25 y 95 °C. Los 
sistemas resultantes (a ambas temperaturas) se equilibraron en dos etapas. Primero, 
se relajaron todas las moléculas de agua mediante el método de optimización steepest 
descent seguido de 100 ps de dinámica molecular donde el subsistema QM  
permaneció fijo. A continuación, la totalidad del sistema se equilibró mediante 50 ps 
de dinámica molecular constriñendo la coordenada de reacción a un valor de -0.66 Á, 
correspondiente a la geometría del TS localizado a nivel DFT. Las estructuras 
resultantes se utilizaron como punto de partida para la obtención de los PMFs. 
Después de una relajación previa de 10 ps, se realizó una dinámica molecular de 15 ps 
en cada una de las 153 y 164 ventanas realizadas a 25 y 95 °C, respectivamente. Con el 
método A M 1 /M M  se realizaron un total de 53 ventanas. En la Figura 4.2 se presentan 
los perfiles de energía libre A M l/d -P h o T /M M  a ambas temperaturas y el perfil de 
energía libre a 25 °C empleando A M 1 /M M .
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Figura 4.2: Potencial de fuerza media para la hidrólisis del diéster fosfato MpNPP en 
disolución acuosa a nivel A M 1 /M M  a 25 °C (azul) y a nivel A M l/d -P h o T /M M  a 25 y 95 °C 
(verde y rojo, respectivamente).
Los resultados referentes a geometrías del estado de transición y energías 
libres se com paran en la Tabla 4.1. Debido a que para estos sistemas el estado de 
reactivos se encontraría a un valor de la coordenada de reacción de -oo, las barreras de 
energía libre Q M /M M  se obtuvieron añadiendo dos contribuciones al valor obtenido  
como diferencia entre el m áxim o y el valor correspondiente a la coordenada más 
negativa del PMF (-6 Á). Por un lado, se añadió la energía libre correspondiente a llevar 
los fragm entos reactivos desde una distancia infinita hasta el valor elegido como 
referencia en el PMF. Ésta se obtuvo calculando el valor prom edio de la diferencia de 
energía libre entre  10 estructuras pertenecientes al PMF en la coordenada de reacción 
RC=-6 Á y 10 estructuras correspondientes a cada uno de los reactivos solvatados 
independientem ente, esto es, a distancia infinita. La energía de dichas estructuras se 
obtuvo como cálculos puntuales de nivel B3LYP/6-31+G* em pleando el modelo de 
continuo (PCM). Por otra parte, se añadió tam bién la contribución necesaria para 
referir los valores al estado estándar 1M .
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Tabla 4.1: Valores promedio de las distancias (A) del estado de transición y energías libres de 
activación (kcal/mol) obtenidas con dos metodologías diferentes. El valor experimental de la energía 
libre de activación ha sido medido a 42 *C.12
B3LYP/PCM A M 1 /M M A M l/d -P h o T /M M
25 °C 95 °C 25 °C 25 °C 95 °C
d[P-O q h ) 2.516 2.517 2.913 2.233 2.403
d( P 'O m pnpp) 1.851 1.853 1.663 1.813 1.858
> o 23.6 26.1 10.3 20.5 21.6
AGc0>í(exptl.) 25.9
Analizando la Tabla 4.1, se observa que con el método B3LYP/PCM se obtuvo 
un estado de transición asimétrico, a ambas temperaturas, donde las distancias entre 
el átomo de fósforo y el oxígeno nucleofílico y el oxígeno del grupo saliente tienen un 
valor a 25 °C de 2.516 Á y 1.851 Á, respectivamente (2.517 Á y 1.853 Á a 95 °C). Las 
barreras de energía libre obtenidas se asemejan al valor experimental. Este valor, 
medido a 42 °C, se encuentra entre los valores calculados para una temperatura  
menor (25 °C) y mayor (95 °C), aportando credibilidad al método B3LYP/PCM, escogido 
como referencia. Por su parte, el método semiempírico AM1 proporciona un estado de 
transición bastante diferente al obtenido a nivel B3LYP/PCM. La distancia entre el 
átomo de fósforo y el oxígeno nucleófilo toma un valor de 2.913 Á, mucho más larga 
que la obtenida con B3LYP/PCM. A su vez, la distancia entre el átomo de fósforo y el 
oxígeno del grupo saliente es 1.663 Á, más corta, en este caso, que la obtenida con el 
método de referencia. Es decir, se trata de un estado de transición mucho más cercano 
a reactivos que el descrito a nivel B3LYP/PCM. La barrera de energía libre obtenida es 
considerablemente menor que la obtenida con B3LYP/PCM a la misma tem peratura  
(ver Tabla 4.1). En definitiva, tanto a nivel geométrico como energético, el método  
AM 1 se aleja de los valores obtenidos por el método de referencia y no consigue 
reproducir correctamente esta reacción. Contrariamente, el método semiempírico 
AM l/d-PhoT  proporciona unas geometrías de los estados de transición para ambas 
temperaturas similares a las obtenidas con B3LYP/PCM. Son estados de transición
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asimétricos con distancias entre el átomo de fósforo y los oxígenos nucleofílico y del 
grupo saliente de 2.233 Á y 1.813 Á a 25 °C, respectivamente (2.403 Á y 1.858 Á a 
95 *C), ligeramente más cortas que las obtenidas a nivel B3LYP/PCM. Las barreras de 
energía libre obtenidas con este método están en buen acuerdo con los valores 
B3LYP/PCM, aunque ligeramente subestimadas. En conjunto, este método reproduce 
correctamente las variables geométricas y energéticas de la reacción. En vista de los 
resultados obtenidos en ambos niveles de cálculo se puede concluir que el mecanismo 
que tiene lugar es concertado y asociativo (ANDN). Estos resultados coinciden con la 
interpretación de los resultados experimentales de KIEs que comentaremos más 
adelante.220,221 Para constatar este resultado y comprobar que no existía ningún otro 
mecanismo competitivo, se exploró la superficie de energía libre (o PMF-2D) del 
sistema a 25 °C obtenida como una función de las dos distancias implicadas en la 
reacción (d(P -0OH) y d (P -0MPNPp)). Este PMF-2D se obtuvo mediante la realización de 
1049 ventanas de simulación. Cada una de ellas consistió en 10 ps de equilibración 
seguidos de 15 ps de producción. La constante de fuerza aplicada a cada distancia fue 
de 1800 kJ/mol-Á2. En la Figura 4.3 se muestra el PMF-2D obtenido sobre el que se 
han proyectado los valores promedio de las distancias P-0OH y P - 0 M p npp  obtenidos en 
cada una de las ventanas del PMF monodimensional. Las líneas isoenergéticas del 
PMF-2D muestran claramente que el camino de reacción de mínima energía 
corresponde al mecanismo asociativo, como se había determinado con el PMF 
monodimensional. Asimismo, las distancias promedio encontradas en el PMF 
monodimensional se localizan en el camino de reacción que se trazaría sobre el 
PMF-2D.
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Figura 4.3: Valores promedio de las distancias P -0 encontradas en el PMF monodimensional 
proyectadas sobre el PMF-2D obtenido para la reacción de hidrólisis del diéster MpNPP en 
disolución acuosa.
En lo que al efecto de la tem peratura  se refiere, tanto a nivel DFT como a nivel 
A M l/d -P h o T  se observa que se produce un aum ento de barrera de energía libre al 
aum entar la tem peratura. Esto se justifica analizando el factor entrópico de esta 
reacción. Pasar de reactivos al estado de transición supone la aproximación de dos 
cargas negativas. Una mayor concentración de carga provoca un ordenam iento mayor 
de las moléculas de agua alrededor del soluto, teniendo como consecuencia una 
disminución de la entropía, de form a que conforme aum ente la tem peratura , la 
energía libre de Gibbs (AG = AH - TAS) aum entará, tal y como predicen nuestros 
resultados.
En conclusión, podemos afirm ar que el m étodo A M l/d -P h o T  reproduce  
correctam ente las características geométricas y energéticas de la reacción en 
comparación con los resultados obtenidos a nivel B3LYP/PCM y los datos 
experimentales. Los resultados teóricos coinciden en presentar la reacción como un 
proceso concertado y asociativo de tipo ANDN con un estado de transición más cercano 
a los reactivos que a los productos.
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4.1.2. Efectos Cinéticos Isotópicos
Para confirmar la naturaleza del mecanismo molecular obtenido se han 
calculado los KIEs de la hidrólisis del diéster fosfato M pNPP'en disolución acuosa y se 
han comparado con los valores experimentales. En el transcurso de una reacción de 
hidrólisis de áster fosfato existen diferentes cambios que pueden ser estudiados 
mediante la medida del los KIEs. Concretamente, las sustituciones isotópicas se 
introducen generalmente en las posiciones que se muestran en la Figura 4.4.227'229
Figura 4.4: Diagrama del diéster fosfato MpNPP' donde se muestran las diferentes posiciones 
en las que se miden los KIEs.
El efecto isotópico primario medido sobre el oxígeno del grupo saliente, 
k b r id g  e /  k b ríd g e , proporciona una medida del grado de rotura del enlace P - O m pn pp  en el 
estado de transición.227,229 Por otro lado, el efecto isotópico secundario medido sobre 
el nitrógeno, 14k / 15k ,  mide el efecto de deslocalización de carga negativa sobre el grupo 
nitro del ion p-nitrofenolato.229,230 Este ion presenta una estructura resonante de tipo 
quinoide (ver Figura 4.5) en la cual se observa cómo, al producirse la deslocalización 
electrónica de la carga negativa sobre el grupo nitro, el enlace C-N se acorta. Este KIE 
indicaría, por ejemplo si el grupo saliente se encuentra protonado o no durante la 
rotura del enlace P - 0 M p n p p , ya que en caso de protonarse la carga negativa desaparece 
y tam bién la deslocalización sobre el anillo aromático, viéndose reflejado este efecto 
en el valor del KIE.227,229 Desafortunadamente, ninguno de los dos efectos isotópicos 
será determinante en la asignación del tipo de mecanismo en las reacciones que nos 
interesan, ya que tanto para mecanismos asociativos como disociativos tendrían  
valores similares.229 Sin embargo, el efecto isotópico secundario medido sobre los
01
• n o n b r id g c ' ^ n o n b r id g c
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oxígenos no esterificados, 16k„0„bridge/18knonbridge, es el que puede revelar la naturaleza 
del estado de transición. Este KIE refleja el cambio en los órdenes de enlace entre 
dichos oxígenos y el átomo de fósforo. Así, si dichos órdenes de enlace aumentan al 
pasar del estado de reactivos al TS, lo que ocurriría con la formación de la especie 
metafosfato (Figura 1.6), el KIE obtenido será, en principio, inverso o menor que 1. 
Contrariamente, si dichos órdenes disminuyen indicaría la presencia de un intermedio 
fosforano y, consecuentemente, el KIE sería, en principio, normal o mayor que l . 221 Por 
tanto, en un mecanismo disociativo el valor esperado del KIE será inverso mientras que 
en un mecanismo asociativo, será normal.228,229 Por último, el efecto isotópico primario 
medido sobre el oxígeno del ion hidróxido, 16knuc/ 18knuc, da una medida del grado de 
formación del enlace P-Ooh en el estado de transición.227 Sin embargo, como ya se ha 
comentado anteriormente, es necesario recordar que la interpretación de datos 
experimentales de efectos cinéticos isotópicos (KIEs) no es unívoca en el caso de la 
reactividad de una especie como el fósforo, que puede implicar hasta cuatro estados 
diferentes (ver Figura 1.6).9,11
Figura 4.5: Estructuras resonantes del ion p-nitrofenolato donde se aprecia cómo el grupo 
nitro participa en la deslocalización de la carga sobre el anillo aromático.
Los KIES teóricos se han obtenido tanto a nivel B3LYP/PCM como a nivel 
A M l/d -P h o T /M M  con las estructuras de reactivos y TSs localizadas con anterioridad a 
la temperatura de 95 °C. Los KIES a nivel B3LYP/PCM se obtuvieron empleando el 
programa Gaussian03225 bajo la aproximación de rotor rígido y oscilador armónico, 
mientras que a nivel A M l/d -P h o T /M M  se empleó el paquete de programas 
CAMVIB/CAMISO231,232 a partir de las Hessianas correspondientes, calculadas mediante 
la librería fDYNAMO. En el caso Q M /M M , y con el propósito de tener en cuenta la 
influencia de las diferentes configuraciones del disolvente en los valores de KIEs 
determinados, se utilizaron diez estructuras diferentes de reactivos a distancia infinita 
y otras tantas del estado de transición. Estas estructuras se localizaron a partir de 
configuraciones obtenidas de simulaciones de dinámica molecular de las especies
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reactivas por separado y del estado de transición. En concreto se realizaron 
simulaciones de 100 ps a la temperatura de 95 °C guardando diez configuraciones 
equiespaciadas. Tras localizar las estructuras estacionarias se calcularon los KIEs 
correspondientes a todas las posibles combinaciones de reactivos y estructuras de 
transición. El valor final corresponde al promedio obtenido para todas esas 
combinaciones, determinándose también la desviación estándar de este valor medio.
En la Tabla 4.2 se presentan los valores de KIEs obtenidos tanto para los 
cálculos DFT/PCM como para los cálculos Q M /M M  juinto con los valores 
experimentales.220'221 Conviene señalar que los efectos cinéticos isotópicos 
experimentales 16k brid ge/ 18k b r ¡dge, 16k no n b rid g e /18k nonbridge  y 14k / 15k  han sido obtenidos para 
el diéster fosfato 3,3-dimetilbutil-pNPP a 95 °C,221 y el 16k nUc / t 8 k n u c  está referido a la 
timidina-5-pNPP.220 Éste se ha obtenido como aproximación a partir del valor 
experimental medido a 37 °C utilizando la ecuación (4.1) que relaciona la temperatura 
con el KIE:221
(310 K^\
In(A2Em .)=  — —  ln (KIE3TC) (4.1)
. j O o  A .
Tabla 4.2: Efectos cinéticos isotópicos teóricos y experimentales ' para la reacción de hidrólisis del 
MpNPP' en disolución acuosa obtenidos a 95 *C.
B3LYP/PCM A M l/d -P h o T /M M Valor experim ental
18lrKnonbridge 0.9977 0.9966 ± 0.0032 0.9949 ± 0.0006
18 u  
Kbr¡dge 1.0047 1.0044 ± 0.0033 1.0059 ± 0.0005
18k„uc 1.0238 1.0125 ± 0.0054 1.0227 ± 0.0100
15k 1.0029 1.0003 ± 0.0020 1.0016 ± 0.0002
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Experimentalmente, se ha determinado un KIE primario normal sobre el 
oxígeno del grupo saliente, 16kbridge/8kbridge, de 1.0059. Esto se traduce en que el enlace 
entre el oxígeno del grupo saliente y el átomo de fósforo está más roto en el TS que en 
los reactivos. Como habíamos comentado, el KIE secundario medido sobre el átomo de 
nitrógeno del grupo nitro del grupo saliente, 14k / 15k ,  indica si la carga negativa creada 
sobre el oxígeno del grupo saliente cuando se produce la rotura del enlace P 'O m p npp  se 
deslocaliza sobre el anillo aromático y, por consiguiente, sobre el grupo nitro. Las 
medidas experimentales indican que para la reacción de hidrólisis de diéster fosfato el 
efecto cinético isotópico es normal. Esto indica que en el TS el enlace P - O m p npp  está 
parcialmente roto y la carga negativa creada sobre el oxígeno del grupo saliente se 
deslocaliza sobre el anillo aromático y el grupo nitro. Esta conclusión vendría 
confirmada por el valor normal de 16kbr¡dge/18kbridge. El KIE primario medido sobre el 
oxígeno nucleofílico, 16fcnU£/ lsfcnuc, tiene un valor de 1.0227. Este efecto cinético normal 
sugiere que el enlace P - 0 0 h está poco formado en el TS. Por último, el KIE secundario 
medido sobre los dos oxígenos no esterificados, 16k nonbridge/ 8k nonb ridge , es ligeramente 
inverso, con un valor de 0.9949. Esto indicaría que los enlaces entre los oxígenos no 
esterificados y el átomo de fósforo se acortan en el TS y, por tanto, la presencia de un 
estado de transición más disociativo que asociativo. Esto discrepa respecto a las 
conclusiones obtenidas en nuestras simulaciones de dinámica molecular que muestran 
claramente que el mecanismo es asociativo. Sin embargo, conviene anotar que la 
interpretación de los datos experimentales no siempre es sencilla. En este caso 
concreto, conviene considerar que la hidrólisis de ésteres fosfato puede proceder a 
través de diferentes posibilidades (ver Figura 1.5 de la Introducción). Por tanto, 
debemos ser conscientes de que un resultado experimental como el KIE (y también las 
llamada Relaciones Lineales de Energía Libre o LFERs) no permiten definir claramente 
estados de transición asociativos o disociativos en estos sistemas con tantas 
posibilidades.11
En lo referente a los KIEs teóricos, tanto a nivel DFT/PCM como a nivel 
Q M /M M , se obtienen valores en muy buen acuerdo con los KIEs experimentales cosa 
que afianza nuestros resultados. Así, en lo que respecta a los valores obtenidos con la 
metodología DFT/PCM, el 16kbridge/18kbridge calculado es normal y tiene un valor de
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1.0047. Este valor se puede justificar en base a la distancia P -O m pnpp- Así, en reactivos 
esta distancia tiene un valor de 1.699 Á y se alarga hasta 1.853 Á en el TS. El 14k / 15k  
calculado teóricamente es normal, al igual que el valor experimental, indicativo de que 
el aumento de la distancia P -0MpNPp ha creado densidad de carga que se ha 
deslocalizado sobre el anillo aromático y el grupo nitro (la carga sobre el grupo nitro 
aumenta en valor absoluto de -0.50 u.a en reactivos a -0.59 em el TS). El 16k „ uí/ 8k n u c e s 
el que tiene mayor carácter normal con un valor de 1.0238. Este KIE sugiere que el 
enlace P -O oh está poco formado en el TS, como muestra el valor de 2.517 Á 
encontrado en esta estructura. Por último, cabe destacar que el KIE 
16k non b r id g e /18k n on b rid ge  inverso con un valor de 0.9977, está en acuerdo con el valor 
experimental. Si se analizan las distancias de los enlaces entre el átomo de fósforo y 
los dos oxígenos no esterificados en reactivos y en el TS se puede entender la 
apreciación que comentábamos anteriormente sobre la dificultad de interpretar 
adecuadamente los KIEs. Así en reactivos estas distancias tienen ambas un valor de 
1.505 Á y en el TS se alargan sutilmente hasta 1.507 y 1.509 Á, respectivamente. Es 
decir, la tendencia observada es característica de un estado de transición asociativo, 
donde los enlaces P - O n 0 n b r id g e  pierden carácter n y se alargan. Aunque los modos 
normales de vibración de tensión de estos enlaces son los que deberían gobernar 
principalmente el valor definitivo del KIE, el cambio en la distancia de enlace es tan 
sutil que no es suficiente para que el KIE tenga un valor normal. Tras analizar los 
modos normales de vibración de la estructura de reactivos y del TS en los que los 
enlaces P - O n 0 n b r id g e  están implicados, se localizó un modo normal que pasa de tener 
una constante de fuerza de 434.8 kJ/mol-Á2 en reactivos a 394.5 kJ/mol-Á2 en el TS. 
Este modo normal se identifica con el llamado scissoríng mode (modo tijeras), donde 
se produce un movimiento simétrico de flexión de los dos enlaces P - O n 0 n b r¡d g e  junto con 
los otros dos enlaces P-0 restantes. Esta contribución proporciona, finalmente, un KIE 
inverso. En conclusión, esta observación deja patente que los KIEs no son unívocos y 
que su interpretación debe hacerse cuidadosamente analizando las consecuencias 
sobre la constante de velocidad, no solo de los modos de tensión sino también del 
resto. Por otro lado, a nivel Q M /M M  se obtienen resultados comparables con los 
obtenidos a nivel DFT/PCM. El 16kbridge/18kbridge calculado es normal y tiene un valor de 
1.0044 justificable también en base al valor de la distancia P-O m pnpp que tiene un valor
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de 1.762 Á en reactivos y se alarga hasta 1.858 Á en el TS. El 14k / 15k  calculado 
teóricamente es normal, en correlación con el valor experimental y el del método de 
referencia, indicativo de la deslocalización de carga sobre el anillo aromático y el grupo 
nitro (la carga de éste pasa de -0.37 u.a en reactivos a -0.47 u.a en el TS). El 16k nu / 8 k  nuc 
tiene, también en este caso, mayor carácter normal con un valor de 1.0125. Del mismo 
modo que con DFT/PCM este KIE sugiere que el enlace P - 0 0 h está poco formado en el 
TS, en concordancia con el valor de 2.403 Á encontrado en esta estructura. 
Finalmente, el KIE 16knonbr¡dge/lsk„0nbridge es inverso con un valor de 0.9966, en acuerdo 
con el método de referencia. En este caso, se observa el mismo efecto sobre las 
distancias P - O n 0 n b r ¡ d g e ,  ya que en reactivos tienen un valor de 1.493 y 1.491 Á y en el TS 
se alargan ligeramente hasta 1.502 y 1.504 Á, respectivamente. Como ocurría 
anteriormente con la metodología DFT/PCM, el efecto es tan sutil que otras 
contribuciones vibracionales, como el modo scissoring del grupo fosfato, originan un 
valor inverso del KIE.
En conclusión, los KIEs teóricos obtenidos tanto con la metodología DFT/PCM 
como con la metodología Q M /M M  están en muy buen acuerdo con los valores 
experimentales. De este modo, podemos afirmar que, por una parte, el mecanismo de 
la reacción es asociativo, a pesar del valor inverso observado para el KIE 18k „ onb ridge , y 
por otra, que el método A M l/d -P hoT  reproduce bien las características geométricas y 
energéticas de la reacción.
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4.2. Hidrólisis del monoéster mNBP2 en la AP
4.2.1. Calibración del método QM /M M
Uno de los puntos clave de la metodología Q M /M M  es la correcta elección de 
la región que será tratada cuánticamente. La enzima AP, como hemos podido ver en el 
capítulo de Introducción, presenta un centro activo altamente cargado. Lo mismo 
ocurre con sus sustratos naturales, los monoésteres fosfatos, y, por tanto, será 
necesario tener en cuenta la posible transferencia de carga entre la parte reactiva 
(nucleófilo y sustrato) y los alrededores. Si es así, ¿qué grupos deben ser incluidos en la 
región cuántica? No podemos escoger un subsistema cuántico sin antes evaluar el 
efecto que esta elección tiene en la descripción de la reacción. Por ello, hemos 
realizado un estudio previo que permita establecer cuál es el mínimo tamaño con el 
que se puede simular correctamente la reacción química. Una vez hayamos escogido 
una metodología de trabajo la implantaremos en los diferentes estudios que 
realizaremos en adelante.
El estudio se llevó a cabo con el sustrato m-nitrobencilfosfato, mNBP2' , ya que, 
aunque experimentalmente no ha sido tan estudiado como el monoéster pNPP2', su 
hidrólisis es la etapa lim itante de la velocidad.22,26 Como se ha comentado 
anteriorm ente, en esta enzima tan solo pueden determinarse experimentalmente 
valores cinéticos de kCat/KM .22,2e De esta forma, los valores teóricos de energías libres 
de activación que obtengamos no pueden ser comparados directamente con los 
valores experimentales. Pese a ello, se puede suponer que, siendo la etapa química la 
lim itante de la velocidad, la energía libre de activación deberá ser al menos de unas 9 
kcal/mol (que sería el valor que se obtendría a partir del el valor típico de la constante 
de velocidad para una reacción controlada por la difusión, esto es 106 M 'V 1).233
El estudio de la hidrólisis de mNBP2' catalizada por la AP se inició partiendo de 
las coordenadas cartesianas de los átomos que constituyen la proteína AP en el Protein 
Data Bank (PDB). En este caso, la estructura de rayos X elegida (1ALK)234 contiene la
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proteína de E. coli cristalizada con un fosfato inorgánico (H P O 2 ). Los dos centros 
activos del dímero muestran importantes diferencias. En uno de ellos el Mg2+ se 
encuentra coordinado a tres moléculas de agua mientras que en el otro solo aparecen 
dos moléculas coordinadas. La molécula de agua adicional que aparece en la esfera de 
coordinación de uno de los iones M g2+ estaría implicada en la estabilización del éster 
fosfato.26 Por tanto, decidimos escoger el centro activo que contiene tres moléculas de 
agua coordinadas al Mg2+ para el estudio. A continuación sustituimos el fosfato 
inorgánico por el mNBP2' superponiendo las coordenadas del átomo de fósforo y los 
oxígenos unidos a él, con el grupo saliente orientado hacia el exterior de la cavidad del 
centro activo. Para completar el sistema se calculó el pKa de cada residuo en función 
de su entorno mediante el método cluster implementado por Field y 
colaboradores.235,236 A continuación, una vez determinado el estado de protonación de 
cada residuo al pH de trabajo, que en nuestro caso es 8.0, se añadieron los átomos de 
hidrógeno empleando el programa fDYNAMO.151 Dadas las dimensiones de la enzima 
(aproximadamente 100 Á x 60 Á x 50 Á) se escogió solvatar únicamente el centro 
activo añadiendo una esfera de moléculas de agua de 40 A de radio centrada en el 
átomo de fósforo del mNBP2'. Seguidamente, se eliminaron todas aquellas moléculas 
de agua cuyos oxígenos estuvieran a una distancia menor de 2.8 A de todo átomo de 
soluto distinto de hidrógeno. Tras relajar la esfera de solvatación mediante 5000 pasos 
de optimización con el algoritmo de Newton-Raphson con base adaptada (ABNR, 
Adapted Basis Newton-Raphson),237 y con el fin de reducir el coste computacional, se 
congeló todo residuo o molécula que se encontrara a más de 22 A del átomo de 
fósforo. El sistema resultante (Figura 4.6) se encontraba constituido por un total de 
29742 átomos (24227 átomos enzimáticos más 5515 moléculas de agua), de los cuales 
21509 permanecieron congelados durante todo el estudio. La región QM se describió 
mediante el método semiempírico A M l/d -P h o T  para los átomos de fósforo, oxígeno e 
hidrógeno y AM 1 para el resto de átomos. La región M M  se trató con el campo de 
fuerzas OPLS-AA146,147 para la enzima y TIP3P148 para las moléculas de agua. Se empleó 
un switched cutoff entre 14 y 16 A a fin de reducir el cómputo de interacciones de no 
enlace. Se permitió la interacción del sistema QM con todo el subsistema M M  flexible.
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Como se explicará más adelante, se estudiaron diferentes modelos con 
diferentes partes cuánticas. Se realizó una dinámica molecular de 250 ps a 300 K para 
cada uno de estos modelos incluyendo en la parte cuántica los residuos y moléculas 
que se muestran en la Tabla 4.3. En estas equilibraciones se mantuvo constreñida la 
distancia P-OmNBp a un valor de 1.8 Á con el fin de obtener como punto de partida una 
estructura relajada de la enzima en el estado de reactivos. Para obtener el PMF se 
realizaron 10 ps de equilibración y 15 ps de producción para cada una de las ventanas 
de simulación. La coordenada distinguida empleada en principio para obtener el PMF 
asociado a la reacción fue la combinación antisimétrica entre la distancia del enlace 
que se rompe y la distancia del enlace que se forma, es decir RCasoc = d(P-OmNBp)-d(P- 
Oser-102), de modo que valores negativos de la coordenada de reacción definen 
reactivos mientras que valores positivos definen productos. El valor de la constante de 
fuerza escogido para el Umbrella Sampling (KUmb) fue de 2500 kJ/mol-Á2 para todas las 
dinámicas y el paso de integración de 1 fs. El número total de ventanas empleadas 
para cubrir por completo el rango de la coordenada de reacción fue entre 50 y 100, en 
función del modelo seleccionado, tal y como se explica más adelante. Durante todas 
las simulaciones se empleó el colectivo canónico y para seguir la evolución dinámica 
del sistema, se emplearon las ecuaciones de Langevin-Verlet donde se mantuvo la 
tem peratura del sistema constante a 300 K. Todas las simulaciones se llevaron a cabo 
empleando el programa fDYNAMO.
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Figura 4.6: Representación de la AP solvatada por una esfera de aguas de 40 Á centrada en el 
átomo de fósforo. Las cadenas en morado representan el esqueleto de la subunidad en cuyo 
centro activo se ha simulado la reacción. En blanco y rojo se muestran las moléculas de agua.
Por lo que respecta a la parte tratada cuánticam ente, es obvio que ésta debe 
incluir, al menos, aquellos átomos directam ente implicados en la form ación y rotura de 
enlaces. Para el sistema bajo estudio hemos de tener en cuenta, además, que existen 
regiones altam ente cargadas entre las que puede darse una im portante transferencia  
de carga. Lógicamente, la definición del sistema cuántico resulta fundam ental ya que 
las transferencias electrónicas solo están permitidas dentro del subsistema cuántico, 
por definición. En consecuencia, hemos definido diferentes subsistemas cuánticos para 
observar su influencia sobre la descripción de la reacción estudiada.
Los distintos subsistemas cuánticos que hemos estudiado se presentan en la 
Tabla 4.3. El m odelo más simple incorpora al sustrato mNBP2 y el nucleófilo. Dado el 
pequeño tam año de la cadena lateral de la serina, decidimos incluir parte de los 
residuos anterior y posterior de la secuencia (A sp lO l y Ala 103) en la parte cuántica 
para tra tar adecuadam ente el nucleófilo. Como regla general, el corte con la parte M M  
siempre se ha realizado entre el enlace Cp-Ca de cada aminoácido. El Ca pertenecería a 
la región clásica y el Cp se ha saturado con hidrógenos para compensar sus valencias, 
m ediante el procedim iento del link a to m , excepto en el caso del nucleófilo donde el 
corte con la parte M M  se ha realizado entre los carbonos carbonílicos y los Ca de
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A sp lO l y A la l0 3  (ver Figura 4.7). A este subsistema cuántico de 43 átomos lo 
denotarem os como Q M 1. Es interesante destacar que esta descripción impide la 
transferencia de carga entre el subsistema reactivo, a ltam ente cargado (-3 u.a.), y el 
entorno, que contiene residuos cargados positivamente. Así, el m odelo Q M 1 puede  
conducir a representaciones poco realistas del proceso químico estudiado donde una 
carga negativa ha de transferirse desde el nucleófilo hasta el grupo saliente. 
Particularm ente, cabe ten er en cuenta que dentro de la escala de ácido-base duro- 
blando de Pearson,238 el ion Zn2+ se encontraría en una zona interm edia y, en 
consecuencia, puede actuar como aceptor de densidad de carga electrónica. 
Asimismo, se ha dem ostrado que en las y^-lactamasas, enzimas que contienen dos 
iones Zn2+ en sus centros activos, existe transferencia de carga entre éstos y el sistema 
reactivo.238'239
Tabla 4.3: Definición de los diferentes subsistemas cuánticos empleados en el estudio de la hidrólisis 
del m-nitrobencilfosfato (mNBP2 ) en la enzima AP.
D e n o m in a c ió n Subsistem a cuántico
Á to m o s
Q M
Q M 1 S erl02+A spl01+A la l03+m N B P +link atoms 43
Q M 2 Q M 1+2 Zn2++link atoms 45
Q M 3 QM2+Asp51+Asp369+His370+  
+Asp327+His412+His331+  
+Argl66+Lys328+link atoms
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Figura 4.7: Representación esquemática de la Serl02 y sus dos aminoácidos consecutivos, el 
A splO l y la A la l0 3 . En azul, se muestra dónde se situaron los link atoms.
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En un segundo modelo de subsistema cuántico (QM 2), se incluyeron también 
los iones Zn2+. En este modelo, los iones Zn2+ se trataron con el método semiempírico 
AM1. Es importante destacar que, aunque se han desarrollado un conjunto de 
parámetros PM3-SRP específicos para el ion Zn2+ en sistemas biológicos,240 en un 
reciente trabajo publicado por Gao y colaboradores se utilizó el método AM 1 para 
describir los iones Zn2+ en la Fosfotriesterasa (PTE) obteniendo resultados en buen 
acuerdo con las observaciones experimentales.135 Dado que, como hemos comentado 
con anterioridad, los iones Zn2+ en la PTE desempeñan las mismas funciones que en la 
AP, es de esperar que este nivel de cálculo sea capaz también de describir 
adecuadamente el comportamiento de estos iones en nuestro sistema.
Sin embargo, en este caso la transferencia de carga negativa del sistema 
reactivo hacia los iones metálicos puede verse sobreestimada si no consideramos a los 
residuos que forman las esferas de coordinación de los iones Zn2+. Dichos residuos 
pueden participar en esta transferencia de carga, modulando así la transferencia que 
pueda producirse entre el subsistema reactivo y los centros metálicos. Para valorar 
correctamente este efecto se ha considerado un tercer modelo (QM 3) que incluye las 
esferas de coordinación de los iones Zn2+ (ver Figura 4.8). Además, también se han 
incluido dos residuos más: la A rg l66 y la Lys328. Estos residuos están cargados 
positivamente y, de acuerdo con los modelos de rayos x,87,104105,108 pueden 
interaccionar con los oxígenos del éster fosfato por lo que podría darse también una 
transferencia de carga no despreciable entre el sustrato y estos residuos. Esto nos lleva 
a un modelo con un total de 138 átomos cuánticos.
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Figura 4.8: Definición de las diferentes regiones cuánticas estudiadas. Q M 1 incluye tan solo la 
parte reactiva (en rojo). QM 2 incorpora además los iones zinc (en verde) y QM 3 añade las 
esferas de coordinación de los iones zinc más la Argl66 y la Lys328 (en azul).
Aunque anteriorm ente  ya hemos validado el m étodo semiempírico 
A M l/d -P h o T  con m étodos de mayor nivel y con resultados experim entales (ver 
apartado 4.1), en estos casos no se estudiaba un sistema enzimático con la presencia 
de dos iones Zn2+, como es ahora el caso. A pesar del buen precedente del estudio 
realizado sobre la enzima PTE con el Hamiltoniano A M 1 ,135 decidimos realizar un test 
del Ham iltoniano sem iem pírico elegido (combinación de A M l/d -P h o T  y A M 1) sobre un 
m odelo de centro activo. Este modelo contiene dos iones Zn2+, uno de ellos se 
encuentra coordinado a dos moléculas de acetato y a un anillo imidazol, mientras que 
el otro se coordina a dos anillos imidazol y un ion acetato. Entre ambos iones, un anión 
hidróxido actúa como puente (Figura 4.9). Este complejo, [Zn(lm)(Ac)2OHZn(lm )2(Ac)], 
fue optim izando em pleando el m étodo A M l/d -P h o T :A M l (ya que los átomos de zinc y 
nitrógeno se tratan  con el semiempírico A M 1) y con el m étodo de alto nivel M 05 -2X /6 -  
3 1 + G ** .241 Se escogió el funcional M 05-2X  debido a su buen com portam iento  
describiendo la química de coordinación del ion zinc.242,243 En la Figura 4.9 se muestra 
la estructura optim izada del complejo en vacío y en la Tabla 4 .4 se presentan las 
distancias interatóm icas claves.
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Figura 4.9: Estructura optimizada del complejo [Zn(lm)(Ac)2OHZn(lm)2(Ac)] en vacío. Im 
simboliza imidazol y Ac acetato.
De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 4 .4, la descripción 
geométrica que se obtiene con el m étodo semiempírico es muy similar a la obtenida  
con el m étodo DFT. Así, por ejem plo, la distancia interatóm ica zinc-zinc obtenida con el 
m étodo semiempírico es 3.79 Á y con el m étodo de alto nivel es 3 .80 Á. Por lo que 
respecta a los ligandos, sus distancias a los átomos de zinc están ligeram ente  
sobreestimadas en el m étodo semiempírico, siendo un poco más largas que las 
obtenidas a nivel M 05-2X. Aún así, en la mayor parte de los casos las desviaciones son 
inferiores a 0.1 Á. Estos resultados nos m uestran que el Ham iltoniano elegido es capaz 
de representar adecuadam ente la coordinación de iones Zn2+ en entornos biológicos.
Tabla 4.4: Distancias interatómicas entre los átomos de zinc y otros átomos (en Á) obtenidas para el 
complejo [Zn(lm)(Ac)2OHZn(lm)2(Ac)] empleando dos niveles teóricos diferentes. Los nombres de los 
átomos se refieren a la Figura 4.9.
Z n (ll)-
Zn(l)
Z n (ll)-
O oh
Z n (ll)-
O acI
Z n (ll)-
N |mi
Zn(ll)
- O ac2
Z n (l)-
O o H
Z n (l)-
N |m2
Z n (l)-
N |m3
Z n (l)-
O ac3
A M l / d -
P h o T /A M l
3.79 2.08 2.09 2.11 2.23 2.01 2.08 2.09 2.09
M 0 5 -2 X /
6 -3 1 + G **
3.80 2.00 1.97 2.07 2.07 1.92 2.05 2.06 2.00
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Una vez comprobada la fiabilidad del Hamiltoniano seleccionado para el 
tratam iento de la coordinación metálica, se calcularon los potenciales de fuerza media 
con los modelos Q M 1, Q M 2 y QM 3. En la Figura 4.10 se presentan los perfiles de 
energía libre para las distintas regiones cuánticas. A simple vista, es evidente que para 
este sistema la elección de la región cuántica es muy importante, ya que incluir o no 
algunos aminoácidos del centro activo modifica en gran medida el perfil de energía 
libre asociado al proceso.
Con la región cuántica QM1, empleando la coordenada RCas0c/ se obtuvo un 
perfil sin barrera y muy exergónico (la energía libre de reacción es aproximadamente 
-21 kcal/mol). Cuando añadimos los dos iones Zn2+ al subsistema cuántico (QM2) se 
obtuvo un perfil con una barrera de unas 2 kcal/mol y un máximo situado en el valor 
de la coordenada distinguida (RCas0c) de -0.14 Á. En este caso la reacción es menos 
exergónica (-14 kcal/mol). No obstante, el cambio más dramático aparece cuando se 
emplea la parte cuántica de mayor tamaño (QM3). Es importante destacar que en las 
simulaciones realizadas se encontró la existencia de una especie intermedia, el ion 
metafosfato (PO3). Esto indica la aparición de un mecanismo de naturaleza disociativa 
y por etapas (ver Figuras 1.5 y 1.6 de la Introducción). Por esta razón, decidimos 
estudiar la reacción a través de dos coordenadas con la realización, por tanto, de dos 
potenciales de fuerza media (PMFs): por una parte controlando la evolución de la 
distancia P-OmNBP (Ri) para pasar de reactivos al intermedio y, por otra, controlando la 
distancia P-Oseno2 (R2) para ir del intermedio a productos. En ambos casos el valor de 
Kumb empleado fue de 3000 kJ/mol-Á2. El número total de ventanas empleadas entre 
ambos PMFs para cubrir por completo el rango de reacción fue de 96. Para representar 
el perfil de energía libre completo y poder comparar los resultados con los perfiles de 
los anteriores modelos, el PMF total se representó combinando los dos PMF obtenidos 
por separado frente a la coordenada RCdisoo
donde (c /(P -O x))|nt es la distancia promedio en la estructura del intermedio
(aproximadamente 3.0 Á para ambas distancias). El perfil representado en la Figura 
4.10 describe ahora un mecanismo completamente diferente y con una barrera
(4.2)
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considerablem ente mayor: se obtiene un mecanismo en dos etapas con dos estados 
de transición que separan la estructura de reactivos de la estructura del interm edio  
(TS1) y la estructura del interm edio de los productos (TS2). El prim er paso de la 
reacción es el paso lim itante ya que posee un mayor valor de barrera de energía libre 
de activación (10.2 kcal/m ol) y representa la rotura del enlace P-OmNBP, para dar lugar a 
la formación de la especie interm edia, el ion m etafosfato P 0 3\
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Figura 4.10: PMFs Q M /M M  correspondientes a la reacción de hidrólisis del mNBP2 en la AP. 
Nótese que se ha empleado el mismo código de colores que en la Figura 4.8 para diferenciar 
entre los diferentes modelos usados.
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En conclusión, se observó que los distintos modelos etmpleados proporcionan 
barreras de energía libre muy distintas y, además, cambios en el mecanismo de 
reacción. Para racionalizar estos aspectos y entender qué factoir o factores determinan 
los cambios observados, en el siguiente apartado realizaremos un análisis de los 
mecanismos de reacción correspondientes a cada modelo empleando para ello la 
evolución de las cargas de Mulliken de los átomos clave y de los parámetros 
geométricos más relevantes.
4.2.2. Análisis Mecanístico
Con el fin de estudiar los mecanismos de reacción de la hidrólisis del monoéster 
fosfato mNBP'2 en la AP en función del modelo empleado, se analizó en primer lugar la 
evolución de las distancias de los enlaces que se forman y se rompen a lo largo de la 
reacción. En la Figura 1.6 presentada en la Introducción se mostraba un diagrama 
bidimensional de M ore O'Ferrall-Jencks donde aparecían los diferentes mecanismos de 
hidrólisis de ésteres fosfato. De forma similar, y para analizar nuestros resultados, se 
representaron los valores promedios de los órdenes de enlace de Pauling244 en cada 
una de las ventanas simuladas para obtener el PMF en los distintos modelos 
estudiados (Figura 4.11). El orden de enlace se obtuvo mediante la siguiente expresión
■ '  • 244de tipo empírico:
donde n es el orden de enlace, esto es, el número de pares de electrones implicados 
en un enlace, deniace es la distancia de equilibrio del enlace y d¡ es el valor de la 
distancia de enlace en la configuración analizada.
(4.3)
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Figura 4.11: Representación de la evolución de los órdenes de enlace P - 0 Serio2 y P -O mNBp a lo 
largo de los perfiles de energía libre obtenidos empleando diferentes regiones cuánticas. Se 
ha empleado el mismo código de colores que en las Figuras 4.8 y 4.10 (rojo: Q M 1, verde: QM 2  
y azul: QM 3).
En la Figura 4.11 se observan dos tendencias diferenciadas que ya se 
observaban en los perfiles de energía libre presentados en la Figura 4.10. 
Concretam ente, tanto el m odelo Q M 1 como el Q M 2 muestran mecanismos de 
reacción asociativos. Sin embargo, el camino seguido por el modelo Q M 2 se encuentra  
ligeram ente desplazado hacia estructuras más disociativas que en el caso del m odelo  
Q M 1. En el estado de transición obtenido con el modelo Q M 2 los órdenes de enlace 
para ambas distancias son aproxim adam ente 0.6. Ahora bien, el cambio más acusado 
aparece con el modelo Q M 3. La representación muestra un mecanismo disociativo, 
con órdenes de enlace P - O s e r i o 2 y P-OmNBP del orden de 0.2 en la estructura del 
interm edio, lo que indica que los enlaces están prácticam ente rotos.
Para confirm ar la naturaleza por etapas y disociativa del mecanismo de 
reacción obtenido con el m odelo Q M 3 se llevó a cabo la optimización geom étrica de 
estructuras del interm edio (Figura 4 .12). Así, m ediante el cálculo de la m atriz hessiana 
correspondiente a la región Q M  y su posterior diagonalización, se verificó que se
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trataban de mínimos en la SEP al poseer todos los valores pro¡pios positivos. Además, 
para evaluar la fiabilidad del nivel computacional, se reoptim izó una de las estructuras 
resultante de la optimización anterior em pleando una aproximación de doble nivel,141 
donde la función de onda del subsistema Q M  se calcula a mivel B3LYP/6-31G* y el 
acoplam iento electrostático con el entorno M M  se realizó a través del uso de cargas 
CHELPG245 sobre los átomos Q M . En la Figura 4.12 se m uestran las distancias más 
relevantes obtenidas em pleando ambos niveles de cálculo. Estos resultados confirman  
la naturaleza por etapas y disociativa de! mecanismo obtenido con el modelo Q M 3.
Lys3282 .3413.06
Zn(M) 6 .66 17.08 Zn(l)
5 .00 15.23 3.01/3.88
3 .3313.39
1.9411.75
Ser102
2 .01 11.84
2 .79 13.00
Arg166
Figura 4.12: Estructura optimizada del intermedio observado en el mecanismo de reacción 
obtenido con el modelo Q M 3. Los valores en cursiva se han obtenido empleando un método 
de doble nivel B3LYP:CHARGE/MM.141 Las distancias vienen dadas en Á.
Conviene ten er en cuenta que los niveles de cálculo Q M  o Q M /M M  empleados 
para describir los iones zinc y sus esferas de coordinación pueden llevar asociados 
errores sistemáticos que favorezcan uno u otro mecanismo. Pese a las buenas 
concordancias encontradas en el modelo de centro activo m ostrado anteriorm ente, 
debemos recordar el hecho de que las distancias entre los iones zinc y los átomos de 
los ligandos a los que se coordinan, muestran valores mayores a nivel A M l/d -P h o T  que 
a nivel DFT. Con el objetivo de investigar este punto se estudió el complejo Zn- H P 04 
mostrado en la Figura 4 .13  con tres niveles de cálculo diferentes: A M l/d -P h o T  (como
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en el m odelo Q M 2 y Q M 3), A M l/d -P h o T /M M  con el ion Zn2+ en el subsistema clásico 
(como en modelo Q M 1) y a nivel M 0 5 -2 X /6 -3 1 + G ** escogido como referencia.
Figura 4.13: Estructura del complejo Zn—H P04 optimizada en vacío a nivel A M l/d -P h o T /M M ,
A M l/d -P h o T  y M05-2X.
Las distancias encontradas con los diferentes métodos cuánticos muestran que 
probablem ente nuestro tratam ien to  está favoreciendo, bien la aparición de complejos 
demasiado compactos o bien demasiado extendidos, en el centro activo de la AP si se 
comparan los diferentes tratam ientos con un m étodo de referencia. En concreto, la 
combinación A M l/d -P h o T /M M  da lugar a complejos más compactos con una distancia 
entre los átomos de oxígeno y el átom o de zinc de 1.83 Á m enor que a nivel M 05-2X  
(1.86 Á). Por su parte, un tra tam ien to  com pleto del com plejo a nivel A M l/d -P h o T  lleva 
a un valor de dicha distancia de 1.93 Á, m ayor que el resultado DFT y favoreciendo, por 
tanto, complejos más extendidos. Estos errores podrían afectar a la naturaleza del 
mecanismo de reacción determ inado en el centro activo con cada uno de los modelos 
empleados.
En la Tabla 4 .5 se m uestran los valores promedios de las distancias del grupo 
saliente y nucleófilo al átom o de fósforo junto  con las distancias entre los dos iones 
Zn2+ para las estructuras de reactivos, estado de transición y productos de los 
diferentes modelos. Además tam bién se indica el valor de la energía libre de los 
estados estacionarios obtenidos en cada caso. En la Figura 4 .14  se m uestran  
estructuras representativas de los estados de transición del m odelo Q M 2 y el m odelo  
Q M 3 con las distancias prom edio más relevantes. Como se puede observar 
com parando la Tabla 4.5 y la Figura 4 .14, el estado de transición del m odelo Q M 2  es 
un estado de transición asociativo con el grupo fosfato situado entre los dos iones zinc 
y uno de sus oxígenos interaccionando con ambos. También se observa el papel que 
juegan la A rg l66  y la Lys328 estabilizando las cargas negativas a través de enlaces de
no
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hidrógeno con los oxígenos del grupo fosfato y del grupo saliente. En el modelo QM 3  
el mecanismo tendría lugar en dos etapas. En un primer paso el enlace entre el átomo 
de fósforo y el oxígeno del grupo saliente se rompería, formándose el grupo P03', y a 
continuación, en una segunda etapa, se produciría el ataque nucleofílico para dar lugar 
a los productos. Asimismo, se puede observar en la Figura 4.14 como, cuando el grupo 
m -nitrofenilmetanolato rompe su enlace con el átomo de fósforo, la Serl02 se orienta 
adecuadamente para realizar el ataque nucleofílico. Esto aparece reflejado, además, 
en la disminución de las distancias Zn-Zn y P-0Serio2en la estructura del intermedio (ver 
Tabla 4.5). Durante la segunda etapa de la reacción, el grupo saliente se mantiene en 
el centro activo aunque su distancia al átomo de fósforo se ve ligeramente aumentada 
(de 3.17 Á en el TS2 a 3.69 Á en productos).
Tabla 4.5: Distancias relevantes (en A) y energías libres relativas a reactivos (en kcal/mol) 
encontradas para los distintos puntos estacionarios correspondientes a los distintos modelos 
cuánticos.
Modelo Estructura d(P_Oserl02) d(P_OmNBp) d(Zn-Zn) APMF
Q M 1 P 1.72 2.79 3.45 ± 0 .1 0
Q M 2 R 2.72 1.74 3.83 ± 0.09 0.0
T5 2.13 1.99 3.89 ± 0.09 2.6
P 1.71 3.07 3.91 ± 0.09 -14.1
Q M 3 R 4.70 1.71 6.50 ± 0 .1 7 0.0
T51 3.39 2.31 6.30 ± 0 .1 4 10.2
/ 3.00 2.94 6.07 ± 0 .1 8 5.2
TS2 2.15 3.17 5.21 ± 0 .1 9 9.4
P 1.78 3.69 5.01 ± 0 .1 8 6.4
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Figura 4.14: Estructuras representativas correspondientes al estado de transición del modelo 
Q M 2 (a) y Q M 3 (b). Las distancias promedio vienen dadas en Á.
Es interesante apuntar que en los reactivos obtenidos con el m odelo Q M 3, la 
distancia entre el átom o de fósforo y el oxígeno nucleofílico es muy grande (4.70 Á). La 
flexibilidad observada en la S erl02  (la distancia P - 0 Ser io 2  pasa de 4 .70  Á en reactivos a 
1.78 Á en productos), viene acompañada de un desplazam iento del ion Zn(ll) que, a su 
vez, se encuentra coordinado a los residuos Asp51, Asp369 e His370. Estos residuos 
form an parte de bucles en la estructura de la proteína, lo que explica la libertad de 
m ovim iento del ion Zn(ll). Contrariam ente, en nuestras simulaciones la posición del ion 
Zn(l) es más rígida. En este caso, la razón la encontramos en el hecho de que dos de los 
residuos a los que se encuentra coordinado, Asp327 e His331, form an parte de a -  
hélices de la proteína, y consecuentem ente, poseen una m enor libertad de 
m ovim iento.
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Dado que los iones zinc desem peñan un papel imprescindible en la catálisis 
(estabilizan al grupo saliente y al nucleófilo), su com portam iento debe de estar 
directam ente ligado al mecanismo de la reacción. Para analizar las diferencias entre los 
distintos modelos se han obtenido las distancias prom edio entre los dos iones zinc a lo 
largo de la reacción (Figura 4 .15 ). Así, em pleando los modelos Q M 1 y Q M 2, donde la 
reacción tiene lugar m ediante un mecanismo asociativo, la distancia Zn-Zn se 
encuentra entre  3.5 y 4 .0  Á y se m antiene prácticam ente constante durante el 
transcurso de la reacción. Sin em bargo, cuando se emplea el m odelo QM S, la distancia 
Zn-Zn pasa de valores en torno a los 6.5 Á a valores en torno a 5 Á. Es decir, 
observamos como el centro activo se adapta al sustrato en función del mecanismo que 
tiene lugar. Así, pasa de valores pequeños de la distancia Zn-Zn en un mecanismo 
asociativo, a valores mayores, más adecuados para estabilizar al grupo saliente y al 
nucleófilo en un mecanism o disociativo.
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Figura 4.15: Evolución de las distancias promedio entre los iones zinc en el transcurso de la 
reacción para los diferentes modelos empleados. Se ha empleado el mismo código de colores 
que en las figuras anteriores (rojo: Q M 1, verde: Q M 2, azul: QM 3).
Hasta ahora hemos analizado el transcurso de la reacción a nivel geométrico en 
función del tam año de la región Q M  y hemos observado el im portante cambio que
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tiene lugar en función de la elección de un subsistema cuántico determinado. Queda 
por analizar un aspecto que puede ser la clave para entender los resultados, como es 
la transferencia de carga que existe entre la parte reactiva (nucleófilo, grupo saliente e 
ion metafosfato) y los alrededores. De hecho, los diferentes modelos se diferencian en 
cómo permiten o no que se transfiera la densidad de carga presente desde la parte 
reactiva hacia su entorno. Así pues, con el fin de entender el rol que juegan los iones 
zinc y sus esferas de coordinación en el mecanismo de la reacción, hemos analizado las 
cargas de Mulliken promedio de algunos átomos clave durante el transcurso de la 
reacción y su dependencia con el modelo QM empleado. Aunque las cargas de 
Mulliken no pueden ser consideradas como buenas estimaciones de la distribución de 
carga de forma cuantitativa, aquí las utilizaremos únicamente en términos relativos, 
comparando la evolución de las cargas atómicas a lo largo de la coordenada de 
reacción y al pasar de un modelo a otro ya que sus variaciones sí que son un buen 
indicador de la dirección en que se produce la transferencia de carga durante la 
reacción.
En la Figura 4.16 se muestran las cargas de Mulliken de los dos iones zinc en los 
modelos Q M 2 y Q M 3. En el modelo Q M 1 se tratan clásicamente y, por tanto, sus 
cargas permanecen constantes e iguales a +2. Cuando los iones zinc son introducidos 
en la región QM , sus cargas difieren considerablemente de este valor. En particular, se 
observa que los iones zinc retiran densidad de carga de la parte reactiva, reduciendo, 
así, su carga positiva. Este comportamiento estaría en concordancia con el hecho de 
que se trata de ion no demasiado duro en la escala de Pearson,238 como ya se había 
comentado anteriormente. Como se puede observar en la figura, para el modelo QM 2, 
la carga del ion Zn(l) comienza siendo 1.25 u.a. en los reactivos y disminuye 
gradualmente hasta 1.10 u.a. en el estado de productos. Contrariamente, la evolución 
de la carga en el ion Zn(ll) evoluciona de forma opuesta. La carga inicial en el estado de 
reactivos es 1.20 u.a. y aumenta hasta 1.30 u.a. en productos.
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Figura 4.16: Evolución de las cargas de Mulliken promedio de los iones zinc en función de la 
coordenada de reacción empleada en los diferentes sistemas cuánticos. La gráfica superior se 
refiere al ion Zn(l) y la inferior al ion Zn(ll).
En la evolución m ostrada en la Figura 4.16, se observa como el sistema reactivo 
transfiere una cantidad im portante de carga negativa a los iones zinc en el modelo  
Q M 2. Durante la prim era parte de la reacción el nudeófilo se acerca al sustrato 
transfiriéndole parte de su carga hacia el grupo saliente y tam bién hacia el ion Zn(l) 
que se encuentra coordinado al grupo saliente, tal y como se ve reflejado en la 
evolución de su carga de M ulliken. Por otro lado, durante la segunda parte de la
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reacción el átomo de oxígeno nucleofílico de la S erl02 termina de form ar el enlace con 
el átomo de fósforo y se produce la salida del ion m-nitrofenilmetanolato, de forma 
que la transferencia de carga hacia el ion Zn(ll) se ve disminuida. Consecuentemente, 
la carga del ion Zn(ll) aumenta.
En cambio, en el modelo Q M 3 la carga de los iones zinc evolucionan de forma 
muy distinta a como lo hacen en el modelo QM 2. En primer lugar, la carga total de 
estos átomos en el estado de reactivos es sustancialmente menor, sobre 1.00-1.05 
u.a., para los dos iones. En segundo lugar, dichas cargas permanecen básicamente 
constantes durante el transcurso de la reacción. Esto se explica porque ahora la mayor 
parte de la densidad de carga recibida por los iones Zn2+ proviene de las esferas de 
coordinación. En particular, el ion Zn(l) recibe un total de -0.6 u.a. de carga de sus 
ligandos, -0.2 u.a. del Asp327, -0.2 u.a. de la His412 y -0.2 u.a. de la His331. El ion Zn(ll) 
recibe un total de -0.65 u.a. de carga de sus ligandos, -0.2 u.a. de la His370, -0.2 u.a. 
del Asp51 y -0.25 u.a. del Asp369. Esta transferencia de carga se mantiene 
prácticamente constante durante todo el proceso catalítico.
También es posible analizar la evolución del sistema reactivo a través de la 
carga del ion metafosfato (P 03 ). La evolución de su carga en función de la coordenada 
de la reacción para las diferentes regiones QM  se muestra en la Figura 4.17. A primera 
vista se puede observar que la magnitud de carga de este grupo difiere 
considerablemente entre un modelo u otro. En valor absoluto, el valor más grande de 
la carga soportada por el ion metafosfato tiene lugar en el modelo QM 1, donde el 
sistema reactivo obviamente no puede transferir carga a los alrededores. La carga de 
este grupo en este modelo es incluso menor que -1 u.a., que es su carga formal. 
Cuando los iones zinc se incluyen en la región Q M  (QM2), se observa una elevada 
transferencia de carga del grupo metafosfato a los iones Zn2+. Esto se refleja en la 
carga de los iones Zn2+ antes analizada y, asimismo, en la carga del grupo metafosfato 
que pasa a ser -0.4 u.a. (ver Figura 4.17). Esta transferencia está obviamente 
exagerada como consecuencia del hecho de que, en este modelo, los iones Zn2+ tan 
solo pueden recibir densidad de carga del sistema reactivo. Si se incluyen las esferas de 
coordinación en la región QM (Q M 3), la cantidad de densidad de carga transferida del 
ion metafosfato a los iones Zn2+ es considerablemente menor, ya que los iones Zn2+
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pueden ahora a traer electrones de sus ligandos y, así, su afinidad electrónica se ve 
reducida. La carga del ion m etafosfato es aproximadamente -0.7 u.a. en el modelo  
Q M 3. Además, en este m odelo, parte de la densidad de carga negativa del sistema 
reactivo puede ser deslocalizada tam bién sobre la A rg l66  y la Lys328. La carga sobre 
estos residuos pasa a valer +0.9 u.a. (frente a +1 u.a. cuando se tratan  clásicamente) y 
se m antiene re lativam ente constante a lo largo de la reacción. Es interesante notar 
que, m ientras que la densidad de carga negativa recibida por los iones zinc es mayor 
en el m odelo QM S que en el m odele Q M 2 como se observa en la Figura 4 .16, la carga 
transferida desde el sistema reactivo es sustancialmente menor. De hecho, tam bién  
desde un punto de vista experim ental se ha sugerido que los ligandos de los iones zinc 
podrían m odular las propiedades electrostáticas modificando así la densidad de carga 
negativa del centro activo.23
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Figura 4.17: Evolución de la carga de Mulliken del grupo metafosfato, P 0 3 , en el transcurso 
de la reacción para los diferentes modelos empleados.
Hidrólisis del m onoéster mNBP2' en la  AP
Una vez abordados los aspectos electrónicos y estructurales, podemos 
relacionar ambos para dar una visión global sobre los mecanismos de reacción 
observados en función del modelo. Cuando el tamaño de la región QM es reduddo 
(modelo Q M 1) tanto el sistema reactivo como los iones zinc están altamente cargados. 
Esto lleva a una elevada atracción electrostática entre ellos, dando lugar a un centro 
activo demasiado comprimido a nivel Q M /M M . Consecuentemente, las distancias P- 
Oseno2 y P-OmNBP son demasiado cortas y, por tanto, el mecanismo de reacción tiene 
lugar a través de un mecanismo asociativo. Si los iones zinc son añadidos a la región 
QM (QM 2), la transferencia de carga desde el sistema reactivo a los iones metálicos es 
exagerada. Así, la carga negativa del ion metafosfato se reduce drásticamente y, de 
esta forma, la repulsión entre los distintos fragmentos cargados negativamente 
disminuye dominando las fuerzas de enlace. La consecuencia es que, de nuevo, se 
obtiene un mecanismo de tipo asociativo con este modelo. Finalmente, con el modelo 
de mayor tamaño (Q M 3) la transferencia de carga desde el sistema reactivo hacia los 
iones Zn2+ viene modulada por las esferas de coordinación de éstos. Así, la carga 
negativa sobre el ion metafosfato no es tan grande como en el modelo Q M 1 ni tan 
pequeña como en el modelo Q M 2 (ver Figura 4.17). Como resultado, en este modelo 
encontramos una menor atracción electrostática entre el sistema reactivo y los iones 
zinc que en el modelo Q M 1 y una mayor repulsión electrostática entre el nucleófilo y 
el sustrato que en el modelo QM 2. De este modo, ambos efectos favorecen ahora la 
separación entre los fragmentos reactivos y se obtiene un mecanismo disociativo. De 
acuerdo con este esquema, la carga de los fragmentos reactivos y su interacción con 
los iones metálicos determina en gran parte la naturaleza del mecanismo de reacción.
Así pues, según los resultados obtenidos, el diferente tamaño de la parte 
cuántica causa un cambio drástico en la descripción de la hidrólisis del monoéster 
fosfato. Cuando empleamos los modelos Q M 1 y Q M 2 la reacción es descrita como un 
proceso concertado de tipo asociativo, mientras que con el modelo Q M 3 la reacción 
transcurre por etapas y mediante un mecanismo disociativo. Esta última observación 
parece estar de acuerdo con las interpretaciones experimentales obtenidas a partir de 
los KIEs246 y LFERs,8 que afirman que el estado de transición formado en la enzima 
debe de ser, al menos, tan disociativo como el que tiene lugar en disolución. En lo que
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se refiere a la barrera de energía libre de activación obtenida con el modelo QM3  
(aproximadamente unas 10 kcal/mol tal y como se refleja en la Tabla 4.5), ésta está en 
concordancia con el hecho de que la reacción de hidrólisis del sustrato mNBP2' es la 
etapa limitante de la velocidad.
4.3. Hidrólisis del diéster MpNPPen la Superfamilia AP
El objetivo final planteado en la presente Tesis Doctoral consiste en investigar 
la promiscuidad en la superfamilia AP. Tal y como explicamos en el apartado 1.3, la 
enzima NPP es un miembro de esta familia que cataliza preferentemente la hidrólisis 
de diésteres fosfato y que está evolutivamente relacionado con la monoesterasa AP 
que, a su vez, muestra actividad secundaria en la hidrólisis de estos sustratos. Además, 
ambas enzimas catalizan una variedad de reacciones significativa. Puesto que la AP y la 
NPP poseen centros activos muy similares, el estudio de la hidrólisis de un diéster 
fosfato catalizada por ambas enzimas puede permitirnos comparar y analizar qué 
interacciones se ponen en juego en cada caso y qué aspectos son decisivos a la hora de 
decidir la especificidad de cada una de ellas por sus sustratos naturales. Así, se ha 
estudiado la hidrólisis del diéster fosfato metil p-nitrofenilfosfato (M pNPP) en el seno 
de la NPP y la AP. La hidrólisis básica en medio acuoso de este mismo sustrato se 
utilizó anteriorm ente para validar el método semiempírico A M l/d -P h o T  (apartado 
4.1). Dichos resultados serán útiles para comparar la reacción catalizada frente a la no 
catalizada tanto a nivel energético como mecanístico.
4.3.1. Hidrólisis en la enzima NPP
Las coordenadas iniciales de los átomos de la NPP para este estudio se 
obtuvieron a partir de la estructura de rayos X de la NPP de Xanthomonas axonopodis 
pv citri en el PDB (2GSO).23 Esta estructura contiene la proteína, que es un dímero, 
cristalizada con el ion vanadato (H V 042 ) y dos iones zinc en cada centro activo. Tras 
comprobar que ambos centros activos eran idénticos se procedió a reemplazar el ion 
vanadato por el sustrato MpNPP' en uno de ellos, superponiendo el grupo fosfato del 
sustrato sobre el ion vanadato y orientando el grupo saliente hacia la parte externa de 
la cavidad del centro activo. En el otro centro activo se eliminó el ion vanadato. A
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continuación, se determ inó el pKa de cada residuo en función de su entorno m ediante  
el programa PROPKA.247,248 Una vez determ inado el estado de protonación de cada 
residuo al pH de trabajo (8.0 en nuestro caso), se añadieron los átomos de hidrógeno 
em pleando el programa fDYN A M O .151 Del mismo modo que en la enzima AP, se añadió 
una esfera de moléculas de agua TIP3P148 de 40 Á de radio centrada en el átom o de 
fósforo del MpNPP'. Se elim inaron todas aquellas moléculas de agua cuyos oxígenos se 
encontraran a una distancia m enor de 2.8 Á de todo átom o de soluto distinto de 
hidrógeno. Tras optim izar las moléculas de disolvente y a fin de reducir el coste 
computacional, se congeló todo residuo o molécula que se encontrara a más de 22 Á 
del átom o de fósforo. El sistema resultante (Figura 4 .17) se encontraba constituido por 
un total de 31885 átomos (11611 átomos enzimáticos más 6758  moléculas de agua), 
de los cuales 23563 se m antuvieron congelados durante todas las simulaciones.
Figura 4.17: Representación de la NPP solvatada por una esfera de moléculas de agua de 40 Á 
de radio centrada en el átomo de fósforo del M pN P P . Las cadenas en morado representan el 
esqueleto de la subunidad en cuyo centro activo se ha simulado la reacción. En blanco y rojo 
se muestran las moléculas de agua.
A nteriorm ente se describió que en el seno de la AP existen im portantes efectos 
de transferencia de carga entre el sistema reactivo y los alrededores. La NPP es una 
enzima relacionada evolutivam ente con la AP y posee un centro activo muy similar. 
Por lo tanto, es de esperar que tengan lugar los mismos efectos electrostáticos y, de 
esta form a, puede ser aplicable la misma metodología puesta a punto anteriorm ente .
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Por ello, a la hora de definir la región Q M  es necesario tener en cuenta más residuos 
además del sistema reactivo. De esta forma, la región Q M  contenía la Thr90 (el 
nucleófilo en este caso), la A s n l l l ,  el sustrato MpNPP', los dos iones Zn2+ y sus esferas 
de coordinación (Asp54, Asp257, His258, Asp210, His214, His363) como se muestra en 
la Figura 4.18. Al igual que en la AP, se incluyeron en el subsistema cuántico parte de 
los residuos anterior y posterior al nucleófilo en la secuencia de la proteína, es decir, 
Leu89 y Phe91. Para saturar las valencias de los átomos frontera se empleó el 
procedimiento del link atom ,156,157 situando dichos átomos de unión entre los átomos 
Ca y Cp de cada residuo, excepto para la Leu89 y la Phe91 en las cuales se situaron 
entre el Ca y el carbono carbonílico de éstas (ver Figura 4.6). En definitiva, el cómputo 
total de átomos cuánticos era 112. La región QM se describió con el método 
semiempírico A M l/d -P h o T  para los átomos de fósforo, oxígeno e hidrógeno y AM 1  
para el resto de átomos. La región M M  se trató con el campo de fuerzas OPLS-AA146'147 
para la enzima y TIP3P148 para las moléculas de agua. Se consideraron todas las 
interacciones entre el subsistema QM y la parte flexible del sistema M M , mientras que 
para las interacciones M M  se utilizó un switched cu to ffentre 14 Á y 16 Á.
Figura 4.18: Representación esquemática del sustrato MpNPP' en el centro activo de la NPP.
Una vez preparado el sistema, éste se minimizó mediante 6000 pasos de 
optimización con el algoritmo de Newton-Raphson con base adaptada (ABNR, Adapted  
Basis Newton-Raphson)237 manteniendo las distancias entre el átomo de fósforo y el 
oxígeno del grupo saliente del sustrato, P-Ompnpp; y el átomo de fósforo y el oxígeno
HÍS258 Asp210
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del nucleófilo, P - O r h r 9 o ,  constreñidas armónicamente en valores cercanos al estado de 
transición localizado en disolución acuosa, para permitir así que la enzima y las 
moléculas de agua se relajaran en dicha conformación. A continuación, y tras la 
exploración de la superficie de energía potencial, se localizó una estructura 
correspondiente al estado de transición. Con esta estructura, y aplicando un potencial 
umbrella con una constante de fuerza de 3000 kJ/mol-Á2 a las distancias P - 0 M p n pp  y P -  
Orhr9o se calentó lentamente el sistema mediante 80 ps de dinámica molecular 
empleando un paso de integración de 1 fs. Finalmente, se equilibró el sistema 
mediante una dinámica molecular de 200 ps empleando el colectivo canónico y las 
ecuaciones de Langevin-Verlet donde se mantuvo la temperatura del sistema 
constante a 300 K.
Con el fin de obtener el PMF asociado a la reacción, se empleó como 
coordenada distinguida la combinación antisimétrica entre la distancia del enlace que 
se rompe y la distancia del enlace que se forma, es decir RC= d(P-0MpNPp)-d(P-Orhr9o), 
de modo que valores negativos de la coordenada de reacción definen reactivos 
mientras que valores positivos definen productos. El valor de la constante para el 
Umbrella Sampllng (KUmb) empleado fue de 2500 kJ/mol-Á2 para todas las ventanas de 
simulación y el paso de integración escogido fue 1 fs. Después de una relajación previa 
de 10 ps, se realizó una dinámica molecular de 15 ps en cada una de las ventanas. El 
número total de ventanas empleadas para cubrir el rango completo de la coordenada 
de reacción (desde RC=-3.0 Á hasta RC=3.0 Á) fue de 208. A través de estas 
simulaciones, empleando el método W HAM , se obtuvo la energía libre del proceso 
expresada como un PMF asociado a la coordenada de reacción.
En la Figura 4.19 se muestra el PMF obtenido para la hidrólisis básica del 
MpNPP' catalizada por la NPP. En la misma gráfica se ha representado el PMF obtenido 
para la hidrólisis básica en disolución acuosa que se obtuvo con anterioridad, en el 
calibrado del método A M l/d -P h o T  (apartado 4.1). En disolución acuosa el nucleófilo es 
un ion hidroxilo mientras que en la enzima se trata de una treonina desprotonada 
(Thr90). Aunque ambos PMFs poseen un máximo a valores similares de la coordenada 
de la reacción (-0.60 Á en la NPP y -0.43 Á en disolución acuosa) las características del 
perfil de reacción son muy diferentes.
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Figura 4.19: PMFs para la reacción de hidrólisis básica del MpNPP en disolución acuosa (azul)
y en la NPP (rojo).
Como se observa, mientras que en disolución acuosa el perfil presenta una 
form a de tipo campana muy bien definida con un máximo perfectam ente marcado, en 
la enzima el PMF m uestra una zona plana justo después del máxim o. La barrera de 
energía libre obtenida en disolución acuosa como la diferencia de energía entre el 
m áxim o del perfil y los reactivos a distancia infinita es 20.5 kcal/m ol (como ya se había 
descrito anteriorm ente). La reacción catalizada presenta una barrera de 8.9 kcal/m ol, 
de acuerdo con la gran capacidad catalítica de estas enzimas.
Por otro lado, no solo los perfiles de energía libre muestran im portantes  
diferencias sino que las estructuras de los estados de transición de la reacción 
catalizada y en disolución acuosa tam bién difieren notablem ente. Esto indica que el 
mecanismo de reacción en ambos sistemas es diferente. En la Figura 4 .20  se han 
representado las estructuras de reactivos y estado de transición obtenidas en la NPP 
con las distancias prom edio más representativas y en la Tabla 4.6 se pueden com parar 
algunas distancias clave así como las energías libre relativas entre los diferentes  
entornos (NPP y disolución acuosa).
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(a)
(b)
Figura 4.20: Estructura de reactivos (a) y estado de transición (b) obtenidos para la hidrólisis 
del diéster fosfato MpNPP catalizada por la NPP. Las distancias promedio vienen dadas en Á.
Como ya habíamos determ inado anteriorm ente, la hidrólisis básica del MpNPP' 
en disolución acuosa tiene lugar a través de un mecanismo asociativo. En cambio, en la 
enzima las distancias entre el átom o de fósforo y los oxígenos del grupo saliente y del 
nucleófilo en el estado de transición son mucho mayores, lo que indica que se trata  de 
una estructura más disociada (Tabla 4.6).
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Tabla 4.6: Valores promedio de las distancias y sus desviaciones estáíndar (en A) del estado de 
transición y reactivos obtenidas en disolución acuosa y en la NPP junto con las energías libres de 
activación (en kcal/mol).
Disolución acuosa NPP
Reactivos TS Reactivos TS
APMF 0.0 20.5 0 .0 8.9
d(P-OivipNPp) 1.67 ± 0.03 1.81 ±0 .0 5 1 .7 1 1 0 .0 3 2 .5 3 1 0 .1 0
d (P -O rh r9o) 00 2 .2 3 1 0 .0 6 4.59 10 .05 3 .1 3 1 0 .1 0
d(O rhr90_O M PNPp) 00 4 .0 3 1 0 .1 0 6.03 ± 0 .1 1 5 .5 7 1 0 .1 9
d  ( P-Orhr9o)‘ d  ( P -O m pn pp) -00 -0.43 -2.88 -0.60
d  ( P -O rhr9o)+d  ( P -O m pn pp) 00 4.05 6.29 5.66
Una coordenada interesante que nos permite investigar la naturaleza del 
mecanismo de reacción es la coordenada de compresión.12 En la Figura 1.6 de la 
Introducción se mostraba un diagrama de More O'Ferrall-Jencks con las distintas 
posibilidades mecanísticas de hidrólisis de ásteres fosfato. Sobre esta superficie 
bidimensional se podía observar como para los dos tipos de mecanismos límites, esto 
es, asociativo o disociativo, sus caminos de reacción diferían esencialmente en la suma 
de las distancias entre el átomo de fósforo y el nucleófilo y el grupo saliente, o lo que 
es lo mismo, la coordenada de compresión. El valor de esta coordenada es más 
pequeño en un mecanismo asociativo que en uno disociativo. Por lo tanto, un cambio 
en el mecanismo podrá ser descrito empleando esta coordenada. Para los sistemas 
que nos ocupan, se ha determinado el valor promedio de dicha coordenada en los TSs, 
tal y como se muestra en la Tabla 4.6. Así, la coordenada de compresión pasa de 4.05 Á 
para el TS en disolución a 5.66 Á para el TS en la enzima. En consecuencia, pese al valor 
tan similar de la coordenada de reacción en el máximo del PMF de ambos sistemas, el 
mecanismo por el que tiene lugar la reacción es de naturaleza distinta en cada medio.
Por otro lado, un aspecto estructural que también merece atención es el hecho 
de que en la estructura del TS (Figura 4.20), el grupo saliente no se coordina al ion Zn(l) 
tal y como ha sido postulado por diversos autores.7,21'23'25'26,104'110 En su lugar, este ion 
mantiene su coordinación a un oxígeno no esterificado del grupo fosfato, del mismo
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modo que en reactivos, por lo que la distancia entre los iones zinc se ve reducida de 
6.23 a 5.50 Á. Este hecho puede ser explicado teniendo en cuenta que el ion p- 
nitrofenolato es muy buen grupo saliente, puesto que puede deslocalizar su carga 
negativa en el anillo aromático y el grupo nitro. Es por ello que el oxígeno del grupo 
saliente no poseerá tanta densidad de carga negativa y no precisará coordinarse al ion 
Zn(l) para estabilizarse. La única interacción observada del oxígeno del grupo saliente 
en el TS es con una molécula de agua (el valor de la distancia d (H agUa- 0 M p n p p )  promedio 
es 1.97 Á). El TS está asimismo estabilizado a través de un enlace de hidrógeno entre 
uno de los oxígenos no esterificados del fosfato y un hidrógeno del grupo amida de la 
Thr90. Finalmente, conviene mencionar que no se encontró ninguna interacción 
específica entre la A s n l l l  y el sustrato en ninguna estructura de reactivos ni TS. 
Debido a la carga negativa del grupo nitro (-0.63 u.a.), éste forma enlaces de hidrógeno 
con residuos polares encontrados en la parte más externa del centro catalítico, como 
la Gln287, la Arg354 y Arg360. Si bien la función del ion Zn(ll) está clara (estabilizar la 
forma desprotonada del nucleófilo, en este caso la Thr90), no ocurre lo mismo con el 
Zn(l) puesto que su papel como estabilizador del grupo saliente puede depender de la 
naturaleza del mismo. En consecuencia, a fin de indagar en este punto se llevaron a 
cabo simulaciones de dinámica molecular del sustrato metilfenilfosfato (M PP) en el 
centro activo de la NPP. Este sustrato difiere del MpNPP' en que el grupo nitro del 
grupo saliente se encuentra sustituido por un átomo de hidrógeno. De esta forma, 
desaparece el efecto electrón-atrayente del grupo nitro en posición para  y, en 
consecuencia, el átomo de oxígeno del grupo saliente posee mayor densidad de carga 
negativa (en el TS encontrado para la hidrólisis de MpNPP', la carga de Mulliken del 
oxígeno del grupo saliente tiene un valor de -0.69 u.a. mientras que para el MPP' tiene  
un valor de -0.81 u.a.). En la Figura 4.21 se muestra la estructura del TS encontrada 
para el MPP' junto con las distancias promedio más relevantes. Esta estructura 
muestra que el mecanismo sigue siendo disociativo aunque el valor de la coordenada 
de compresión (4.88 Á) es ahora menor que en el caso del MpNPP' (5.66 Á). Sin 
embargo, el cambio más relevante es la coordinación del grupo saliente. Como 
efectivamente habíamos predicho, la carga del oxígeno del grupo saliente no puede 
deslocalizarse plenamente en el anillo aromático provocando la necesaria 
estabilización del grupo saliente mediante su interacción con el ion Zn(l). Esto conlleva
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que la distancia entre los iones Zn2+ se vea incrementada de 5 .50 Á en el MpNPP a
6 .12  Á en el caso del MPP . Este último resultado puede parece r contradictorio, ya que 
uno esperaría que para valores más pequeños de la coordenada de compresión la 
distancia entre los iones metálicos fuese menor. Sin embargo, la causa del cambio en 
esta tendencia se debe a la estabilización del grupo saliente a través de uno de los 
iones metálicos. Así pues, la coordinación del grupo saliente al ion Zn(l) dependerá de 
la naturaleza de dicho grupo, dejando patente la habilidad de este centro activo para 
adaptar su geom etría a los diferentes estados de transición, y dando lugar, por tanto, a 
la promiscuidad de sustrato que aparece en esta enzim a.23114
Figura 4.21: Estructura representativa del TS obtenido en la hidrólisis del MPP en la NPP. Las 
distancias promedio vienen dadas en Á.
Respecto a los aspectos energéticos de la reacción de hidrólisis en disolución 
acuosa y en la enzima, es destacable que la barrera de energía libre obtenida en agua 
es similar al valor experim ental derivado a partir de la constante de velocidad medida 
a 42 °C (25.9 kcal/m ol).12 La ligera discrepancia entre el valor experim ental y las 
predicciones teóricas puede deberse a los errores sistemáticos inherentes al m étodo  
semiempírico, que pueden corregirse m ediante cálculos de alto nivel (HL, high level).  
Así, decidimos corregir las barreras de energía libre para ambos sistemas aplicando la 
siguiente ecuación:
His258
Asp210i
is214
His363
*  2.24
Asp54
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Los promedios de las diferencias de energía entre el estado de transición y 
reactivos se obtuvieron a partir de cálculos puntuales de diez estructuras diferentes de 
reactivos y estado de transición localizadas en disolución acuosa y en la enzima a nivel 
A M l/d -P h o T /M M . Se escogieron diez estructuras debido a los buenos resultados 
obtenidos anteriormente en el cálculo de KIEs en disolución acuosa con el mismo 
número de estructuras. En lo referente a los cálculos de alto nivel, se realizaron 
cálculos puntuales con el método B3LYP/6-311+G** por ser un método que ya nos ha 
proporcionado buenos resultados anteriormente y también ha sido empleado en otros 
estudios de hidrólisis de fosfatos.249,250 Los cálculos de alto nivel se obtuvieron bajo el 
efecto del campo creado por el subsistema M M , donde el acoplamiento electrostático 
entre las regiones Q M  y M M  se calculó empleando cargas puntuales sobre los átomos 
Q M .141 Los valores corregidos se muestran en la Tabla 4.7. Tal y como se esperaba, la 
barrera de energía libre corregida en disolución acuosa se asemeja más ahora al valor 
experimental, aunque conviene tener presente que la tem peratura de la simulación no 
es la misma que la utilizada en la medida experimental.
Tabla 4.7: Energías libres de activación de la hidrólisis del MpNPP’ en disolución acuosa y en la NPP 
(en kcal/mol) a nivel AMl/d-PhoT, AG*, y corregidas según la ecuación (4.4) a nivel B3LYP/MM,
AG*c o rr
Disolución acuosa NPP
AG* 20.5 8.9
AG-Lc o rr 28.2 11.1
Como ya se ha comentado en la Introducción, no existe en la bibliografía 
ninguna estimación experimental de la constante cinética kcat y tan solo podemos 
disponer de valores de kcat/Kiu cuyo valor para la hidrólisis del MpNPP' en la NPP es 2.3 
x 102 M 'V 1 a 25 °C.23 La energía libre asociada a esta magnitud es la diferencia de 
energía entre el TS y reactivos considerando la enzima y el sustrato por separado (AG*E 
en Figura 1.8), mientras que kcat se refiere a la diferencia de energía libre entre el
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estado de transición y el complejo de Michaelis (AG*cor en Fig.ura 1.8). Esta diferencia 
de energía es, precisamente, la barrera de energía libre de nuestro PMF. Es evidente, 
por tanto, que las comparaciones entre el valor experimental y nuestra barrera no 
pueden ser inmediatas. No obstante, el valor estimado, aplicando la TET,42 para la 
barrera de energía libre entre el TS y reactivos considerando la enzima y el sustrato por 
separado, derivado a partir de kcat/KM (AG*f ), es 14.2 kcal/mol para un estado estándar 
1M. Si se asume que la energía libre de binding, AG ^ ,  es negativa, entonces la 
barrera de energía libre entre el TS y el complejo de Michaelis será mayor de 14.2 
kcal/mol (teniendo en cuenta que AG*^ =  A G | - A G ^ ) .  Nuestro valor corregido, 
11.1 kcal/mol, no está muy lejos de este valor.
Hasta ahora hemos analizado los PMFs de cada uno de los sistemas y hemos 
examinado las estructuras clave de éstos. De acuerdo con los resultados mostrados 
hasta el momento, todo indica que la reacción de hidrólisis tiene lugar a través de 
estructuras de transición mucho más disociativas en el centro activo de la NPP que en 
disolución acuosa. Como hemos comentado anteriormente, esta diferencia se aprecia 
en el valor de la coordenada de compresión. No obstante, a fin de verificar que el 
mecanismo obtenido en disolución acuosa no está presente como mecanismo 
competitivo en la enzima, decidimos explorar la superficie de energía libre, esto es, el 
PMF bidimensional o PMF-2D, en función de las dos distancias correspondientes al 
enlace que se rompe y al enlace que se forma, d ( P - 0 M p N p p )  y d ( P - O r h r 9 o ) -  El PMF-2D se 
obtuvo tras realizar 723 ventanas de simulación, cada una de ellas basada en 10 ps de 
equilibración seguidos de 15 ps de producción. La constante de fuerza aplicada para 
cada una de las distancias fue de 2000 kJ/mol-Á2 y la tem peratura de referencia fue de 
300 K. En la Figura 4.22 se representa el PMF-2D obtenido. Sobre ella se han 
proyectado las distancias promedio P - O i g  (fósforo -  oxígeno del grupo saliente) y P - O n u c  
(fósforo -  oxígeno del nucleófilo) obtenidas en las ventanas de los PMFs 
monodimensionales obtenidos en disolución acuosa y en el centro activo de la NPP 
(Figura 4.22).
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Figura 4.22: Proyección de los valores promedios de las distancias P-Onuc y P-0|S obtenidas en 
los PMFs de disolución acuosa (azul) y en el centro activo de la NPP (rojo) sobre el PMF-2D 
obtenido para la reacción enzimática. La flecha verde muestra las diferencias entre las 
coordenadas de compresión entre el TS de disolución acuosa y el enzimático.
Esta figura puede ser ahora comparada con la Figura 1.6 que presentábamos en 
la Introducción sobre las posibilidades mecanísticas de hidrólisis de ásteres fosfato. De 
esta form a, se puede confirm ar que mientras que la reacción en disolución acuosa 
tiene lugar a través de un mecanismo asociativo, en la enzima tendría lugar a través de 
un mecanismo disociativo, como ya se había previsto anteriorm ente. Cabe destacar 
que, en ambos sistemas, en los primeros instantes de la reacción se produce la 
aproximación del nucleófilo al átom o de fósforo mientras el grupo saliente perm anece  
fuertem ente  enlazado. Las diferencias aparecen cuando el nucleófilo se aproxima al 
átom o de fósforo a distancias menores de 2.7 Á. En disolución acuosa la reacción sigue 
su curso sin ningún cambio apreciable en la distancia P-Oig hasta el m om ento en que 
ambas distancias tienen un valor de aproxim adam ente 1.9 Á, form ándose un aducto  
transitorio pentacoordinado hasta la ruptura del enlace P-0|g. En la enzim a, la reacción 
tiene lugar a través de un camino to ta lm ente  d iferente. Así, la ruptura del enlace P-0|g 
comienza a producirse mucho antes, de form a que el sistema alcanza regiones de la 
superficie de energía libre donde ambas distancias corresponden a enlaces
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completamente rotos, formándose la especie transitoria PO¿OCH3. Posteriormente, 
este grupo se transferiría al nucleófilo. Durante esta transferencia, el grupo saliente 
sigue el movimiento de la especie P02OCH3como refleja la reducción de la distancia P- 
0 |g en este estadio de la reacción. Cuando la transferemcia se ha completado 
totalm ente, la distancia entre el fósforo y el grupo saliente aumenta definitivamente.
Las líneas isoenergéticas del PMF-2D claramente muestran que el único 
mecanismo de reacción factible en la enzima es el disociativo. Así, las distancias 
promedio obtenidas en el PMF monodimensional enzimático siguen las regiones de 
mínima energía del PMF-2D. Por el contrario, las distancias promedio obtenidas a 
partir del PMF de disolución acuosa aparecen proyectadas en regiones de mayor 
energía en el PMF-2D y consecuentemente, este mecanismo está claramente 
desfavorecido en la enzima.
Como ya se ha comentado anteriormente, los estados de transición en 
disolución acuosa y en la enzima poseen valores muy similares de la coordenada de 
reacción pero a su vez presentan valores muy diferentes de la coordenada de 
compresión. Esto se muestra en la Figura 4.22 con una flecha verde representativa de 
la diferencia de coordenada de compresión entre ambos estados de transición. La 
exploración de la evolución de esta coordenada nos dará mayor información sobre las 
diferencias entre los estados de transición asociativos y disociativos. Por ello, 
decidimos obtener el PMF correspondiente a la coordenada de compresión en ambos 
sistemas desde un valor de 3.7 Á (correspondiente a un estado de transición 
asociativo) hasta 6.0 Á (correspondiente a un estado de transición disociativo). La 
coordenada de reacción se mantuvo congelada con los valores correspondientes a 
cada estado de transición (es decir, -0.60 Á en la NPP y -0.43 Á en disolución acuosa, 
como se puede ver en la Tabla 4.6). El PMF obtenido se muestra en la Figura 4.23. De 
acuerdo con estos resultados, el estado de transición asociativo es preferible en 
disolución acuosa, mientras que en la NPP los estados de transición disociativos son 
más estables, de acuerdo con las conclusiones obtenidas hasta el momento. En 
disolución acuosa se observa un mínimo sobre 4.0 Á, que coincide aproximadamente 
con el valor de la coordenada encontrada en el TS (Tabla 4.6). En la NPP, el mínimo de 
energía libre aparece sobre el valor de 5.5 Á, de forma que nuevamente es
Hidrólisis del diéster MpNPP en la Superfamilia AP
concordante con el valor obtenido en nuestro estado de transición, como se observa 
en la Tabla 4 .6. En la misma figura tam bién se ha representado el PMF enzimático  
corregido a nivel B 3LYP/6-311+G **. Para obtener esta curva se em pleó el mismo 
procedim iento que anteriorm ente se ha com entado, tom ando diez estructuras de 
distintas regiones del PMF A M l/d -P h o T /M M  de la Figura 4 .23. El PMF corregido posee 
un mínimo en torno a los 4.8 Á. Este valor corresponde a un estado de transición 
disociativo aunque más com prim ido que el predicho por el m étodo A M l/d -P h o T .
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Figura 4.23: PMF A M l/d -P h o T /M M  obtenido en disolución acuosa (azul) y en la NPP (rojo) de 
los estados de transición a lo largo de la coordenada de compresión. La línea discontinua 
corresponde a la curva enzimática corregida a nivel B3LYP/6-311+G**.
La Figura 4 .23 perm ite estimar el coste energético que tendría  cambiar de un 
mecanismo a otro en cada uno de los sistemas. Así, en disolución acuosa, ir de 
reactivos a productos a través de un mecanismo disociativo implicaría aum entar la 
barrera de energía libre entre 6 y 8 kcal/m ol. Una form a alternativa de evaluar el valor 
de este increm ento de energía es a través del uso del m étodo FEP. Esta técnica ha sido 
empleada para obtener el perfil de energía libre correspondiente al mecanismo 
disociativo en disolución acuosa. Como estructuras de partida se em plearon las 
obtenidas en el transcurso del camino de mínima energía enzim ático que conecta 
reactivos y productos sustituyendo el nucleófilo enzimático (la Thr90 desprotonada) 
por un anión hidroxilo. A continuación, se optim izó la posición del nuevo hidrógeno
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introducido mientras que los demás átomos se mantuvieron congelados a los valores 
obtenidos en el modelo enzimático. Posteriormente, se solvató el sistema empleando 
el mismo procedimiento usado en la obtención del PMF de disolución acuosa. El perfil 
de energía libre a lo largo del camino de reacción disociativo se evaluó empleando la 
siguiente expresión (ver apartado 2.2.3):
A G FCF( R ^ > j ) = A E ° “ J + A G £ ' m  = ( e <¡“
i= R
(4.5)
donde A GFEP(R  ->  j )  es la diferencia de energía libre entre los reactivos y la 
estructura correspondiente al punto j sobre el camino de reacción.
Para calcular el valor promedio de la diferencia de energía de interacción 
Q M /M M  se realizaron 125 ventanas de simulación donde cada una consistió en 10 ps 
de equilibración seguidos de 15 ps de producción empleando el colectivo canónico a la 
tem peratura de referencia de 300 K. En estas ventanas el subsistema QM  permaneció 
fijo y únicamente se permitió el movimiento de las moléculas de agua del disolvente. 
Cada ventana se empleó para evaluar las diferencias de energía libre con la anterior y 
la posterior (estrategia conocida como double wide sampling o muestreo de doble 
anchura). El resultado es un perfil de energía libre con una barrera 6.8 kcal/mol mayor 
que el mecanismo asociativo (ver Figura 4.24), confirmándose así los resultados 
obtenidos con los PMFs de la Figura 4.23.
Hidrólisis del diéster MpNPP en la Superfamilia AP
O|
reo
JÉ
Ü.
5
Q.
<
-20 -
-25
2 3-4 -2 ■1 0 1 4■3
d(P-0MpNPP)-d(P-Onuc)(A)
Figura 4.24: PMFs obtenidos para la hidrólisis básica del MpNPP en disolución acuosa (azul) y 
en la NPP (rojo) junto con el perfil de energía libre obtenido para el mecanismo disociativo en 
disolución acuosa (verde) mediante el método FEP.
Contrariam ente, en la Figura 4 .23 se observa que en la enzima tenem os la 
situación opuesta, es decir, un desplazam iento hacia valores menores de la 
coordenada de compresión (estados de transición más asociativos) implicaría un coste 
energético de al menos 5 kcal/m ol. En lo relativo a las geometrías de los estados de 
transición a lo largo de la coordenada de compresión, es destacable el valor de la 
distancia entre los iones metálicos que pasa de 5.6 Á en el lím ite disociativo a 4 .8 Á en 
el asociativo (Figura 4.25). No obstante, conviene recordar que un estado de transición 
más asociativo no tiene porque com portar un valor pequeño de la distancia Zn-Zn, 
como se vio anteriorm ente al analizar la hidrólisis del MPP'. Es decir, aunque el ajuste  
de la distancia Zn-Zn perm itiera pasar de un mecanismo disociativo a uno asociativo 
para un determ inado sustrato, esta distancia por sí sola no es un buen indicador de la 
naturaleza del mecanismo que puede ten er lugar ya que puede depender de otros 
factores, como la naturaleza del grupo saliente.
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Figura 4.25: Evolución de la distancia Zn-Zn en los estados de transición de la NPP a lo largo
de la coordenada de compresión a nivel A M l/d -P h o T /M M .
En conclusión, hemos visto que el entorno condiciona la naturaleza del estado 
de transición y, por tanto, del mecanismo de reacción. En disolución acuosa, las 
moléculas de agua se pueden desplazar y mover librem ente en función de la 
distribución de carga del soluto. De esta form a, el disolvente disminuye la repulsión 
electrostática entre los dos fragmentos cargados negativam ente (el hidroxilo y el 
sustrato) favoreciéndose el predominio de las fuerzas de enlace y por tanto el 
acercam iento entre los reactivos, explicando así la formación de estados de transición 
asociativos. En un tra tam ien to  continuo del disolvente, esta repulsión se reduciría por 
un factor igual a la constante dieléctrica (aproxim adam ente 80). Contrariam ente, el 
campo eléctrico creado por la enzima no es un campo de reacción. Pese a la 
flexibilidad o plasticidad que el centro activo pueda tener, siendo capaz de acomodar 
incluso diferentes sustratos, las cargas y los dipolos presentes en el centro activo no 
pueden moverse ni rotar librem ente ya que sus movimientos están restringidos por la 
estructura de la proteína. Esto explicaría la formación de estados de transición más 
disociativos. Este d iferente  com portam iento entre ambos medios se ve reflejado en los 
valores del campo eléctrico creado por el medio en los estados de transición de ambos 
entornos. La Figura 4 .26  m uestra los valores prom edio del campo eléctrico calculado 
sobre el oxígeno nucleofílico y el oxígeno del grupo saliente a lo largo de los
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respectivos enlaces P-0. Cabe tener en cuenta que estos campos eléctricos han sido 
calculados teniendo en cuenta todos los átomos del sistema excepto los átomos que 
form an el nucleófilo y el sustrato. El efecto de los átomos Q M  se calculó a partir de un 
modelo de cargas puntuales utilizando el valor prom edio de las cargas de Mulliken. Las 
fuerzas electrostáticas del entorno que actúan sobre los dos átomos de oxígeno se han 
representado cualitativam ente en la Figura 4.26. Conviene destacar que los valores del 
módulo del campo eléctrico son muy similares, lo que dem uestra que el efecto de 
enzima no es un efecto de desolvatación. Además, el efecto de las fuerzas 
electrostáticas creadas por el entorno es com pletam ente d iferente en ambos sistemas. 
En disolución acuosa la fuerza resultante favorece un estado de transición asociativo, 
con un valor pequeño de la coordenada de compresión y un desplazam iento de la 
estructura de transición hacia reactivos (donde la carga está localizada sobre el anión 
hidroxilo, más pequeño y por tanto  m ejor solvatado). Sin em bargo, mientras que en 
disolución acuosa el campo de reacción creado por el disolvente asiste la aproximación  
de las dos cargas negativas, dando lugar a un estado de transición asociativo, en la 
enzima estas fuerzas claram ente actúan favoreciendo un estado de transición 
disociativo, con un valor de la coordenada de compresión mayor.
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Figura 4.26: Campo eléctrico (en u.a.) creado por el entorno sobre el Onuc y el 0 |g en los 
correspondientes TSs obtenidos en la enzima y en disolución acuosa. El módulo se representa 
en rojo y el vector proyección a lo largo del enlace P-0 en negro. Las flechas representan las 
fuerzas electrostáticas que actúan sobre los dos oxígenos.
En conclusión, se ha dem ostrado el papel determ inante  que juega el entorno  
en la naturaleza del estado de transición en la hidrólisis básica de diésteres fosfato. 
Nuestros resultados indican que la superfamilia de la AP se habría especializado en la 
catálisis de ésteres fosfato a través de mecanismos disociativos, tan to  para 
monoésteres como para diésteres fosfato. El problem a de la promiscuidad catalítica de 
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la superfamilia se transforma entonces en el problema de entender el origen de la 
preferencia de cada enzima por uno u otro sustrato, motivo por el cual decidimos 
estudiar la hidrólisis de un diéster (MpNPP ) en el seno de una monoesterasa (AP).
4.3.2. Hidrólisis en la enzima AP
En el estudio de la hidrólisis del diéster MpNPP'en la AP se empleó como punto 
de partida una estructura representativa del estado de reactivos obtenida en el PMF 
del monoéster mNBP2' en la AP. El primer paso consistió en reemplazar el monoéster 
mNBP2' por el diéster MpNPP' sustituyendo el grupo saliente m-nitrobencilato por el p- 
nitrofenolato. La diferencia más notable entre ambos sustratos es la presencia de un 
segundo grupo éster (OR7), en este caso, un grupo metilo en el diéster fosfato. El punto 
crítico en este paso fue la colocación y orientación del grupo OR' en el centro activo, ya 
que éste podría situarse en cualquiera de los oxígenos del fosfato que interaccionan 
con la A rgl66 (Figura 4.27). Es decir, podría colocarse en el átomo de oxígeno 
orientado hacía el ion M g2+ y la Lys328, o bien en la posición contraria, en el oxígeno 
orientado hacia el grupo amida de la Serl02. En este sentido, Herschlag y 
colaboradores han apuntado, en base a estudios de reactividad de diferentes 
enantiómeros del diéster fosforotiotato en la AP, que la posición más probable de 
situar el grupo R' es hacia el ion M g2+ y la Lys328.26 Una vez situado el sustrato de 
acuerdo con este criterio se relajó la esfera de solvatación mediante 5000 pasos de 
optimización con el algoritmo de Newton-Raphson con base adaptada (ABNR, Adapted 
Basis Newton-Raphson),237 manteniendo fijo el resto del sistema. El subsistema 
cuántico estaba formado por la S erl02 desprotonada, Argl66, Lys328, Zn2+(l), Zn2+(ll), 
las esferas de coordinación de los iones Zn2+ (Asp51, Asp369, His370, Asp327, His331, 
His412) y el sustrato MpNPP' (Figura 4.27). Dado el pequeño tamaño de la cadena 
lateral de la serina, incluimos parte de los residuos anterior y posterior de la secuencia 
(AsplO l y A la l03) en la parte cuántica para tratar adecuadamente el nucleófilo. Como 
regla general, el corte con la parte M M  siempre se realizó entre el enlace Cp-C„de cada 
aminoácido. El Ca pertenecería a la región clásica y el Cp se saturó con hidrógenos para 
compensar sus valencias mediante el procedimiento del link atom , 156(157 excepto en el 
caso de la Serl02 donde los link atoms se situaron entre los carbonos carbonílicos y los
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Ca de A splO l y A lal03 (ver Figura 4.6). El cómputo total de átomos en el subsistema 
QM fue de 139.
Figura 4.27: Estructura esquemática del centro activo de la AP con el diéster MpNPP' donde el
grupo metilo se encuentra orientado hacia la Lys328.
La región QM  se describió mediante el método semiempírico A M l/d -P hoT  para 
los átomos de fósforo, oxígeno e hidrógeno y AM 1 para el resto de átomos. La región 
M M  se trató con el campo de fuerzas OPLS-AA146'147 para la enzima y TIP3P148 para las 
moléculas de agua. Se consideraron todas las interacciones entre el subsistema QM y 
la parte flexible del sistema M M , mientras que para las interacciones M M  se utilizó un 
switched cutoff entre 14 y 16 Á. Con el fin de reducir el coste computacional, se 
congeló todo residuo o molécula que se encontrara a más de 22 Á del átomo de 
fósforo. El sistema resultante se encontraba constituido por un total de 30190 átomos 
de los cuales 21924 permanecieron congelados en todas las simulaciones. El sistema 
resultante se equilibró mediante una serie de dinámicas moleculares en las que se 
calentó de 0 a 300 K durante un total de 150 ps manteniendo constreñida la distancia 
P-Ompnpp a un valor de 1.8 Á con el fin de obtener como punto de partida una 
estructura relajada de la enzima en el estado de reactivos. Para determinar la 
orientación más apropiada del grupo metilo se probaron distintas conformaciones, 
girándolo alrededor del enlace P-OR'. En todos los casos, y tras diferentes dinámicas 
moleculares de 200 ps a 300 K, el grupo metilo se situaba con uno de los hidrógenos 
del metilo orientado hacia el oxígeno nucleofílico de la Serl02. Durante todas las 
simulaciones se empleó el colectivo canónico y, para seguir la evolución dinámica del
N02
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sistema, se empleó el integrador de Langevin-Verlet donde se mantuvo la temperatura 
del sistema constante a 300 K con un paso de integración de 1 fs. Todas las 
simulaciones se llevaron a cabo empleando el programa fDYNAIMO.151
La coordenada distinguida empleada para obtener el potencial de fuerza media 
asociado a la reacción fue la combinación antisimétrica entre la distancia del enlace 
que se rompe y la distancia del enlace que se forma (R C =d(P -O MpNPp)-d(P-Oseri02 )) de 
modo que valores negativos de la coordenada de reacción definen reactivos mientras 
que valores positivos definen productos. El valor de la constante de fuerza escogido 
para el Umbrella Sampling (KUmb) fue de 2500 kJ/mol-Á2 para todas las dinámicas. Para 
obtener el PMF, se realizaron 10 ps de equilibración y 15 ps de producción para cada 
una de las ventanas de simulación. A través de estas simulaciones, se obtuvo la energía 
libre del proceso expresada como un PMF asociado a la coordenada de reacción. El 
número total de ventanas empleadas para cubrir por completo el rango de reacción 
fueron 212.
En la Figura 4.28 se muestra el PMF obtenido para la hidrólisis del diéster 
MpNPP’ en la AP junto con los perfiles de energía libre obtenidos anteriormente para 
la hidrólisis del mismo sustrato en disolución acuosa y en la NPP. El perfil obtenido en 
la AP posee una zona plana alrededor del TS, muy similar al perfil obtenido en la NPP. 
Sin embargo, ambos difieren notablemente respecto al perfil obtenido en disolución 
acuosa. Es interesante destacar que así como en disolución acuosa y en la NPP, el TS 
aparecía a valores de la coordenada de reacción muy similares (-0.43 y -0.60 Á 
respectivamente) en la AP aparece a un valor más avanzado en la coordenada de 
reacción (0.36 Á). A pesar de ello, del mismo modo que ocurría en el caso de la NPP, el 
cambio en la forma del PMF es indicativo del cambio en el mecanismo de reacción de 
asociativo, en disolución acuosa, a disociativo en ambas enzimas.
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Figura 4.28: PMFs obtenidos para la hidrólisis básica del diéster MpNPP en disolución acuosa 
(azul), NPP (rojo) y AP (negro).
En la Tabla 4 .8  se m uestran las distancias P - 0 M p n p p  V P-OnUc encontradas en 
reactivos y TS para la hidrólisis del diéster en la AP junto con los valores 
correspondientes para los otros dos sistemas. Como se observa en la tabla, el valor de 
la coordenada de compresión (d (P -0 MpNPp)+d(P-Onuc)) en el TS de la AP confirma la 
diferente naturaleza del mecanismo de reacción respecto a disolución acuosa. Así 
tanto la AP como la NPP poseen valores mucho mayores (5.00 Á y 5.66 Á, 
respectivamente) frente  al TS en disolución acuosa (4.05 Á). Otra form a de analizar el 
carácter asociativo/disociativo de dichas estructuras es em pleando los órdenes de los 
enlaces P -0 MpNppy P-OnUc- En disolución acuosa, la suma de los órdenes de enlace de P- 
O m p n p p  y P-Onuc (0.83 y 0.46, respectivam ente) vale 1.29, m ientras que tanto  en la AP 
(0.32 y 0.14, respectivam ente) como en la NPP (0.17 y 0.29, respectivam ente) tienen  
un valor de 0.46 que confirman el mecanismo disociativo (DNAN) en ambas enzimas.
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Tabla 4 .8 :  Valores promedio de las distancias P * 0 Mpnpp Y P-CW (en A) y otros parámetros geométricos 
encontrados en reactivos y TS para la hidrólisis del diéster MpNPP'en disollución acuosa, en la NPP y la 
AP. Las barreras de energía libre para los distintos PMFs vienen dadas en kcal/mol.
Disolución acuosa NPP AP
R TS R TS R TS
APMF 0.0 20.5 0.0 8.9 0.0 13.5
d(P-0„) 1.67± 0.03 1.81 ±0.05 1.71 ±0.03 2.53 ±0.10 1.69 ±0.04 2.68 ±0.11
d(P-OnüC) oo 2.23 ± 0.06 4.59 ± 0.05 3.13 ±0.10 4.16 ±0.05 2.32 ±0.11
d(Onuc-0|f ) oo 4.03 ± 0.10 6.03 ±0.11 5.57 ±0.19 5.52 ±0.09 4.92 ±0.22
d(P-0|g)-d( P-Onuc) -00 -0.43 -2.88 -0.60 -2.47 0.36
d(P-Olf)+d(P-Onuc) oo 4.05 6.29 5.66 5.85 5.00
La tendencia de las barreras de energía libre obtenida en los tres PMF 
concuerda con lo esperado, es decir, la reacción tiene una barrera de 20.5 kcal/mol en 
disolución acuosa, 13.5 kcal/mol en la AP y 8.9 kcal/mol en la NPP. El valor obtenido en 
la AP se encuentra por debajo del valor obtenido para la reacción no catalizada y por 
encima del valor obtenido para la NPP, una enzima que cataliza diésteres fosfato 
preferentemente frente a otros sustratos. Así pues, la enzima AP es capaz de catalizar 
diésteres fosfato pero es menos eficiente que la NPP. Conviene recordar que la 
metodología A M l/d -P h o T /M M  tiende a subestimar ligeramente las barreras de 
energía libre. Sin embargo, como ya se comentó con anterioridad, el valor obtenido en 
disolución acuosa es comparable con el derivado a partir de la constante de velocidad 
experimental medida a 42 °C (25.9 kcal/mol). Respecto a las barreras de energía libre 
obtenidas en los sistemas enzimáticos, éstas corresponden a la diferencia de energía 
libre entre el complejo de Michaelis y el TS (AG*cot en Figura 1.8). Esta barrera es 4.6  
kcal/mol más pequeña en la NPP que en la AP, lo cual parece una estimación razonable 
teniendo en cuenta que experimentalmente la reacción es más rápida en la NPP que 
en la AP. Además, recordemos que cuando estudiamos la reacción de hidrólisis del 
monoéster mNBP2' en la AP, obtuvimos una barrera de energía libre de 10.2 kcal/mol, 
es decir, 3.3 kcal/mol menor que la hidrólisis del diéster MpNPP', de acuerdo con el 
hecho de que la AP es mejor monoesterasa que diesterasa.
Como ya se ha comentado, para estos sistemas tan solo se puede medir 
experimentalmente de forma fiable el valor de kcat/K M, que corresponde a la diferencia 
de energía libre entre el TS y la enzima y el sustrato por separado (AG*E en la Figura
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1.8), de manera que no se pueden realizar comparaciones directas entre dichos valores 
y los obtenidos en nuestros estudios. El valor determinado experimentalmente para la 
relación kCat/KM del MpNPP' en la AP es de 18 M 'V 1 a 25 °C,26 notablemente menor 
que el valor correspondiente a un monoéster como el mNBP2' para el cual se 
determinó un valor de 1.8 x 107 M 'V 1 en las mismas condiciones.26 La relación entre 
las constantes de velocidad de segundo orden pueden transformarse en diferencias de 
energía libre de activación AG*E de acuerdo con la relación:
Sustituyendo dichos valores en esta expresión se obtiene una diferencia de 
energía de 8.2 kcal/mol. Si asumimos que la energía libre de binding del monoéster 
mNBP2' es más negativa que para el diéster MpNPP' (
^ G ^ d = A G ^ tMpNPP-A G B ^ ¡tmNBP> 0 ) t puesto que es el sustrato específico de la
enzima, se tendría que el valor obtenido para A A s e r í a  un límite superior para las 
diferencias de energías libres de activación determinadas desde el complejo de 
Michaelis (AG*cot) ya que se debe de cumplir que AAG*^ =  A A G |-A A G ¿ ^ . Según 
esta relación, se puede afirmar que la tendencia de nuestros resultados es correcta ya
MpNPP', AAG*cof es de 3.3 kcal/mol, menor que el valor obtenido con la ecuación (4.6).
De la misma forma que hicimos en los anteriores estudios, conviene verificar 
que el mecanismo disociativo descrito por el PMF monodimensional empleando la 
coordenada antisimétrica es el correspondiente al camino de mínima energía entre 
reactivos y productos. De esta forma, se descartaría la posible presencia de otros 
mecanismos competitivos. Con este propósito, se realizó un PMF-2D en función de las 
distancias P - 0 M p n p p  y P-Oserio2- Esta superficie de energía libre se generó mediante la 
realización de 630 ventanas de simulación donde en cada una de ellas se efectuaron 10 
ps de equilibración y 15 ps de producción a 300 K. La constante de fuerza utilizada en 
ambas distancias fue de 2000 kJ/mol-Á2 para todas las ventanas de simulación. En la 
Figura 4.29 se ha representado el PMF-2D obtenido sobre el cual se han proyectado las
E, MpNPP E, mNBP = -^ r in
v M J  MpNPP (4.6)
M JmNBP
que hemos obtenido que la diferencia de energías de activación entre el mNBP2' y el
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evoluciones de las distancias promedio P -0 MpNppy P-OnUc("nuc' se refiere al nucleófilo; 
S erl02  en la AP, Thr90 en la NPP y el ion hidroxilo en disolucicm acuosa) obtenidas en 
las distintas ventanas de simulación de los respectivos PMF m onodimensionales. De 
esta form a, es posible constatar si el mecanismo obtenido coincide con el del PMF 
m onodimensional y com pararlo con los mecanismos obtenidos en disolución acuosa y 
en la NPP.
2 2.5 3 3.5 4
d(P-0MpNPP) (Á)
Figura 4.29: Distancias P -0MpNpp y P-Onuc promedio obtenidas a lo largo de la reacción de 
hidrólisis básica del diéster MpNPP en los PMFs de disolución acuosa (azul), NPP (rojo) y AP 
(negro) proyectadas sobre el PMF-2D obtenido para la reacción en la AP. Las flechas indican 
dónde se sitúan los estados de transición en cada sistema.
Este PMF-2D confirma que, para la hidrólisis del diéster en la AP, el camino de 
mínima energía corresponde al que conecta reactivos y productos a través de una zona 
plana y de naturaleza disociativa, en acuerdo con el análisis hecho del PMF 
m onodimensional. Así, las distancias promedio representadas sobre esta superficie 
bidimensional trazan dicho camino tanto  para la AP como para la NPP. 
Contrariam ente, las distancias promedio encontradas en el PMF monodimensional en 
disolución acuosa se sitúan sobre una zona de la superficie de alta energía lo que 
confirma que el mecanismo asociativo en la hidrólisis del diéster en la AP pasaría por
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regiones de mayor energía libre. Las diferencias entre los diferentes mecanismos 
pueden analizarse observando la evolución de las distancias. En los tres entornos, en 
los primeros estadios de la reacción se produce un acercamiento entre en nucleófilo y 
el átomo de fósforo del sustrato mientras el grupo saliente permanece fuertemente  
unido a éste. En disolución acuosa la distancia P - 0 M p n p p  se mantiene prácticamente 
inalterada hasta la formación de una estructura compacta pentacoordinada con 
distancias P -0MpNppy P-0OH alrededor de 1.9 Á, a partir de la cual se produce la rotura 
del enlace P -0MpNpp. Sin embargo, tanto para la AP como para la NPP, la reacción 
procede de forma considerablemente distinta, como ya se analizó anteriorm ente en el 
estudio de la hidrólisis del MpNPP' en la NPP. Así, la ruptura del enlace P - 0 M p n p p  se 
produce en un estadio más avanzado de la reacción, de manera que el sistema explora 
regiones donde ambas distancias ( P - 0 M p n p p  y P - O nUc) están prácticamente rotas (sobre 
2.8 Á), formándose una especie tricoordinada (P 020CH3). También es destacable la 
extensa área isoenergética que aparece en el PMF-2D en una zona en la que las 
especies predominantes son estructuras muy disociadas, lo que permite entender por 
qué los TSs de la AP y la NPP aparecen a valores de la coordenada de reacción tan 
diferentes, tratándose de mecanismos muy similares.
Además del análisis de las distancias clave en reactivos y TS para determinar el 
mecanismo de reacción del MpNPP2' en la AP, también es necesario entender qué 
cambios existen entre dichas estructuras para poder explicar la promiscuidad de esta 
enzima. Una forma de abordar este punto consiste en analizar las estructuras del 
estado de reactivos cuando el sustrato es un monoéster y cuando es un diéster, ya que 
la manera en la que el sustrato se acomode en el seno del centro activo puede explicar 
la preferencia por uno u otro. En la Figura 4.30 se muestran las estructuras 
representativas de reactivos encontradas en la hidrólisis de mNBP2' y MpNPP' donde 
se representan las distancias promedio más relevantes. En la estructura de reactivos 
del MpNPP' se observa la interacción de uno de los oxígenos no esterificados del 
fosfato con el ion Zn(l). Además, otro de los oxígenos no esterificados del sustrato 
interacciona a través de un enlace de hidrógeno con el grupo amida de la S erl02. Por 
su parte, el ion Zn(ll) estabiliza la carga negativa de la Serl02 nucleofílica y uno de sus 
ligandos (Asp51) actúa como puente entre el ion Zn(ll) y el ion Mg2+. El grupo metilo
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del diéster se encuentra orientado de forma que interacciona con el oxígeno nucleófilo 
de la Serl02 a través de uno de los hidrógenos. Este tipo de interacción por enlace de 
hidrógeno tam bién se ha observado en otros sistemas y ha sido caracterizada con 
métodos teóricos.251,252 Sin embargo, conviene comprobar si el método semiempírico 
A M l/d -P h o T  representa correctamente esta interacción. Con este propósito se estudió 
un sistema modelo (H 3C H —O H )  con dicho método junto con cálculos de mayor nivel 
(M 06-2X,253 M P2254,255 y B3LYP222,223) con la base 6-311++G(2df,2p) (Tabla 4.9). Con el 
método semiempírico empleado en este estudio se obtuvo una distancia H—O de 1.87 
Á y una energía de interacción de -6.28 kcal/mol, valores comparables con los mismos 
obtenidos a mayor nivel de cálculo con el método M06-2X (1.96 A y -7.15 kcal/mol), 
MP2 (1.97 A y -6.65 kcal/mol) y B3LYP (1.99 A y -6.47 kcal/mol). No obstante, ambos 
valores obtenidos con el método semiempírico están ligeramente subestimados.
Tabla 4.9: Distancia d(HcH4-0) (en A) y energía de interacción (en kcal/mol) optimizadas para
el complejo H3CH--OH" con diferentes métodos de cálculo.
M étodo d ( H CH 4 -0 ) AE
M 06-2X 1.96 -7.15
MP2 1.97 -6.65
B3LYP 1.99 -6.47
A M l/d -P h o T 1.87 -6.28
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Figura 4.30: Estructura representativa del estado de reactivos para la hidrólisis del MpNPP' (a) 
y el mNBP2 (b) en la AP. Las distancias promedio vienen dadas en Á.
Otra interacción interesante en la estructura de reactivos del diéster fosfato es 
la que m antiene la Lys328 con el oxígeno esterificado con el grupo m etilo. 
Obviam ente, esta interacción es más fuerte  en el caso del monoéster, como se puede  
observar con el acortam iento de dicha distancia en la Figura 4.30b, puesto que las 
cargas negativas sobre los átomos de oxígeno son mayores. Así, dicho oxígeno pasa de 
tener una carga de -1.10 u.a. en el m onoéster a -0.55 u.a. en el diéster. Además, en el 
caso del m onoéster, este oxígeno interacciona tam bién con una molécula de agua de
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la esfera de coordinación del ion Mg2+. Esta interacción no se aprecia en el caso del 
diéster y dicha molécula de agua interacciona con el Aspl53 que a su vez forma enlace 
de hidrógeno con la Lys328. En el monoéster, el Aspl53 interacciona con la A rg l66  
(Figura 4.27). Nótese que en las figuras 4.30 y 4.31 (donde se representa la estructura 
representativa del TS obtenido en la hidrólisis del MpNPP' en la AP) no se ha 
representado la A rgl66 a fin de facilitar la visualización de las interacciones antes 
comentadas, no obstante tanto en el diéster como en el monoéster se observan 
enlaces de hidrógeno entre este residuo y los dos átomos de oxígeno del grupo 
fosfato. En definitiva, y tal y como proponían Herschlag y  colaboradores,26 las 
diferentes interacciones que se producen cuando los átomos de oxígeno no 
esterificados se transforman en esterificados (OR') son determinantes para entender la 
preferencia de la AP por monoésteres fosfato.
En lo que respecta al TS obtenido en la hidrólisis del MpNPP' en la AP (Figura 
4.31), se producen cambios significativos respecto a la estructura de reactivos. En 
particular, las distancias P - 0 M p n p p  y P -0 Nuc que valían 1.69 A y 4.16 A en reactivos, 
pasan a 2.68 A y 2.12 Á en el TS. Este cambio en las distancias se ve reflejado en la 
disminución de la coordenada de compresión, d (P -0 MPNpp) + d ( P - 0 Nu), de reactivos al 
TS. Esta compresión viene acompañada de una aproximación de los iones Zn2+ que 
pasan de encontrarse a 6.34 A en reactivos a 5.68 A en el TS, de manera que las 
interacciones que mantenían con el oxígeno de la Serl02 y uno de los oxígenos no 
esterificados del fosfato no se pierden. Otro aspecto a destacar es el cambio de 
orientación del grupo metilo. Así, en el estado de transición se sitúa encarado hacia la 
Lys328, perdiéndose el enlace de hidrógeno entre este residuo y el oxígeno 
esterificado. A cambio, una de las moléculas de agua de la coordinación del ion Mg2+ se 
aproxima al diéster formando un enlace de hidrógeno con el oxígeno del grupo OR'. La 
Lys328, por su parte, interacciona con el Aspl53, que a su vez, forma enlaces de 
hidrógeno con la molécula de agua de la esfera de coordinación del ion Mg2* y la 
Argl66. Otra interacción importante es el enlace de hidrógeno formado entre el grupo 
amida de la Serl02 y uno de los oxígenos no esterificados del fosfato. Éste se 
encuentra presente también en el estado de reactivos y se ve reforzado en el TS, como 
se puede observar por la disminución de la distancia. Esta última interacción es más
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fuerte  que la anterior, como puede deducirse a partir de las distancias promedio que 
se observan en la Figura 4 .31  y de los valores prom edio de las cargas de Mulliken de 
los átomos de oxígeno del grupo fosfato. El oxígeno que interacciona con el grupo 
amida de la S erl02  tiene una carga de -0 .99  u.a. m ientras que la carga del oxígeno que 
interacciona con la molécula de agua tiene un valor de -0 .74  u.a.
MpNPP
12 y / k . sp51
er102
Lys328
y 1.73 2.04 
í 1 8 ® \  Glu322
P> 53 y
Figure 4.31: Estructura representativa del TS obtenido en la hidrólisis del MpNPP en la AP. 
Las distancias promedio vienen dadas en Á.
Una vez pasado el TS se produce la form ación del com plejo covalente EP  
(enzim a-producto). El acercam iento entre el grupo m etilfosfato form ado (P 0 20C H 3) y 
la S erl02  para form ar el nuevo enlace P-OnUc puede ten er lugar de distintas formas: 
que la S erl02  y el grupo m etilfosfato se aproximen m utuam ente  para form ar el enlace 
(Figura 4.32, com plejo E P I), que la S e rl0 2  se desplace hacia el m etilfosfato (Figura
4.32, com plejo E P II), o que el grupo m etilfosfato se desplace hacia la S erl02  (Figura
4.32, complejo E P III). En el com plejo E P I tan to  el nucleófilo como el grupo saliente  
permanecen unidos a los correspondientes iones Zn2+. En el com plejo E P II, la S erl02  
ha perdido su interacción con el ion Zn(ll) mientras que el m etilfosfato m antiene su 
coordinación con el ion Zn(l). Por el contrario, el com plejo E P III m antiene su 
interacción con el ion Zn(ll) únicam ente. De entre estas tres posibilidades, en el caso 
de la hidrólisis del diéster MpNPP' el com plejo form ado es el E P I, donde ambas
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interacciones se han mantenido (siendo las distancias promedio Zn(l)-0|g y Zn(ll)-OnUc 
2.15 y 2.40 Á, respectivamente).
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Figura 4.32: Esquema del mecanismo de reacción del MpNPP’ en el seno de la AP y tres 
posibles complejos E'P a los que podría dar lugar.
Con el propósito de investigar aquellos residuos de la enzima que pueden estar 
contribuyendo a la estabilización del TS y, por tanto, a la catálisis de la reacción, se 
evaluó la contribución de cada residuo de la enzima a la barrera de energía como la
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diferencia entre las energías de interacción con el sistema reactivo (nudeófilo más 
sustrato) en el estado de reactivos y de transición. Para ello se utilizó la siguiente 
ecuación:
donde (...)rey (...) representan los promedios sobre el estado de transición y
reactivos, respectivamente, y los subíndices "i" los diferentes residuos. La energía de 
interacción de un residuo particular con el sistema reactivo se obtuvo como un 
promedio de las energías de interacción de dicho residuo evaluadas sobre 100 
estructuras equiespaciadas provenientes de una dinámica molecular de 100 ps del 
estado de reactivos y de transición. La energía de interacción incluye los términos 
electrostático y de van der Waals. Para obtener dicha energía de interacción, se 
calcularon las interacciones electrostáticas tratando los residuos como un conjunto de 
cargas puntuales obtenidas a partir del campo de fuerzas (si forman parte del 
subsistema M M ) o como cargas de Mulliken (si forman parte del subsistema QM ) 
mientras que el sistema reactivo se describió con la función de onda al nivel cuántico 
descrito. En la Figura 4.33 se han representado las contribuciones de las energías de 
interacción de cada residuo a la barrera de energía para la hidrólisis del diéster 
MpNPP' en la AP.
(4.7)
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Figura 4.33: Contribución promedio de la energía de interacción de cada residuo con el 
sistema reactivo (S erl02 + M p N P P ) a la barrera de energía de la hidrólisis de MpNPP en la 
AP. Los residuos están ordenados de acuerdo con la secuencia mientras que los iones 
metálicos se encuentran al final. Nótese que tan solo se ha calculado el monómero que 
contiene al centro activo de estudio.
Aquellos residuos que aparecen con valores negativos de energía de interacción 
indican que dichos residuos contribuyen bajando la barrera de energía de reacción, 
mientras que si la interacción es positiva contribuyen aum entándola. La gran energía 
de interacción que m uestran algunos residuos se debe al hecho de que en esos casos 
estamos analizando la contribución de la interacción entre fragm entos cargados y, por 
tanto, el efecto es m ayor que la contribución que se obtiene entre el sistema reactivo y 
residuos neutros. Conviene dejar claro que la energía de interacción con el sistema 
reactivo no proporciona la contribución completa de un residuo dado a la barrera de 
energía, puesto que tam bién habría que considerar la variación de la energía de 
interacción con el resto de la enzim a. No obstante, estos valores son útiles para 
entender las propiedades catalíticas de la AP con el diéster MpNPP en térm inos de los 
residuos que la constituyen.
La Figura 4 .33 m uestra cóm o los residuos que proporcionan las contribuciones 
más negativas de la energía de interacción a la barrera de energía son la A rg l66  y la 
Lysl67. La A rg l66  interacciona con dos de los oxígenos del fosfato y esta interacción
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se hace más fuerte en el TS (pasando de 2.13 y 2.68 Á en reactivos a 1.94 y 2.47 Á en el 
TS). La Lysl67 se sitúa en una parte más externa de la cavidad del centro activo pero 
interacciona fuertem ente con el grupo nitro del grupo saliente en el TS (la distancia 
entre ellos pasa de 2.35 Á en reactivos a 1.79 Á en el TS) debido a que la carga negativa 
del grupo saliente se deslocaliza principalmente sobre el anillo aromático y el grupo 
nitro (la carga de Mulliken sobre el grupo nitro en el TS es -0.84 u.a. frente a -0.45 u.a. 
en reactivos). Por otro lado, existen otros residuos con contribuciones negativas 
importantes, como son el Asp51, Lys91, Lysl77, Lys209 y Aspl53. Sus contribuciones 
pueden ser racionalizadas en base al efecto estabilizador que producen sobre la 
transferencia de carga del proceso global que tiene lugar desde el nucleófilo al grupo 
saliente y sobre la gran separación de cargas que tiene lugar en el TS. El residuo con 
una mayor contribución positiva de la energía de interacción a la barrera de energía es 
la Lys328. Como habíamos analizado con anterioridad, la Lys328 interacciona con el 
oxígeno del fosfato esterificado con el grupo R' en el estado de reactivos pero esta 
interacción se pierde en el TS cuando el grupo metilo modifica su orientación y se sitúa 
enfrentado a la Lys328. Otros residuos que también poseen contribuciones positivas 
son el Asp97, Glu411, His412 y los iones metálicos Zn(ll) y Mgz+. Tanto el ion Zn(ll) 
como el ion Mg2+ estabilizan electrostáticamente al nucleófilo en el estado de reactivos 
mientras que en el TS este residuo se desplaza ligeramente aumentando la distancia a 
estos iones, de forma que la interacción entre el oxígeno del nucleófilo y los iones 
metálicos se ve disminuida. En lo que respecta al ion Zn(l), éste posee una pequeña 
contribución negativa. Esta pequeña contribución podría deberse a la interacción entre 
el ion Zn(l) y uno de los oxígenos no esterificados del fosfato ya que, aunque la 
distancia entre ambos aumenta en el TS (de 2.11 Á en reactivos a 2.27 Á en el TS), la 
densidad de carga negativa sobre este oxígeno aumenta considerablemente en el TS 
(de -0.51 u.a. en reactivos a -0.94 u.a. en el TS), lo que podría explicar la contribución 
negativa de este ion. Es necesario tener en cuenta que el papel de este ion 
estabilizando el TS podría ser mucho más importante con otros grupos salientes. 
Efectivamente, como ya hemos analizado en el apartado anterior, un mal grupo 
saliente concentraría carga negativa sobre el átomo de oxígeno Oig, la cual podría 
estabilizarse interaccionando con el ion Zn(l). Esto no ocurre en el caso del ion p- 
nitrofenolato, ya que debido al efecto del sustituyente nitro en para, la carga del
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átomo de oxígeno 0|g disminuye, en valor absoluto, de -0.71 u.a. en reactivos a -0.65 
u.a. en el TS. Hemos comprobado cómo la contribución de la interacción de éste ion a 
la barrera es mucho más negativa en el caso del monoéster mNBP2', que posee un mal 
grupo saliente. En concreto, la contribución del ion Zn(l) pasa de -1.58 kcal/mol en el 
MpNPP' a -24.75 kcal/mol en el mNBP2'.
A la vista de estos resultados y los presentados anteriormente, podemos 
afirmar que la AP es capaz de estabilizar diferentes TSs utilizando diferentes 
estrategias en función de la naturaleza del sustrato. Así, con el MpNPP' el grupo 
saliente es capaz de deslocalizar su carga negativa sobre el grupo nitro de forma que la 
Lysl67 juega un papel clave en la estabilización del TS y no el ion Zn(l) como podría 
esperarse. Por el contrario, cuando el sustrato tiene un mal grupo saliente, como en el 
caso del monoéster mNBP2', el ion Zn(l) juega un papel importante en la estabilización 
del TS, puesto que estabiliza la carga negativa que se genera sobre el oxígeno del 
grupo saliente y que, en estos casos, no puede ser deslocalizada en el grupo saliente. 
Este abanico de posibilidades que la AP utiliza para interaccionar con la diferente 
distribución de carga de distintos TSs (a través de interacciones específicas con los 
oxígenos del fosfato y del grupo saliente) explicaría su promiscuidad de sustrato. Por 
otra parte, hemos visto cómo las interacciones establecidas con el oxígeno esterificado 
permiten entender la especificidad de la AP por los monoésteres frente a los diésteres. 
Manteniendo un mismo mecanismo de reacción las enzimas de la superfamilia han 
evolucionado para reconocer uno u otro sustrato a través de estas interacciones con el 
átomo de oxígeno del grupo fosfato donde se situaría el éster adicional. Mientras que 
las monoesterasas como la AP presentan residuos o moléculas de agua (de la esfera de 
coordinación del ion M g2+) capaces de formar fuertes enlaces de hidrógeno con este 
oxígeno, la diesterasa carece de esta capacidad. El debilitamiento de estos enlaces que 
aparece en el TS de la hidrólisis de diésteres en el seno de la AP explica la mayor 
barrera observada con respecto a los monoésteres donde estos enlaces de hidrógeno 
se mantienen o se refuerzan (véase apartado 4.2.2). Para confirmar este análisis 
decidimos estudiar el efecto que las mutaciones de residuos implicados en estos 
enlaces de hidrógeno tienen sobre la hidrólisis del diéster en la AP.
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4.3.3. Hidrólisis en mutantes de la AP
Como se ha explicado en el apartado 1.1.3, una mutación enzimática consiste 
en la sustitución de un aminoácido determinado por otro. Las mutaciones pueden 
introducirse con el propósito de determinar cómo afecta dicho cambio sobre la 
capacidad catalítica de la enzima. Así, el estudio de una mutante aporta información 
tanto sobre los aspectos energéticos como los estructurales que permiten entender la 
función desempeñada por el aminoácido mutado. En ciertas ocasiones, es interesante 
realizar mutaciones de dos aminoácidos simultáneamente (dobles mutantes) con el 
objetivo de estudiar la posible cooperatividad entre ambos.26,256
Hasta ahora, nuestros resultados indican que las interacciones que marcan la 
preferencia de la AP por los monoésteres son las que se establecen entre los oxígenos 
no esterificados de un monoéster y determinados aminoácidos del centro activo 
(Lys328, molécula de agua de la coordinación del ion Mg2+, grupo amida de la Serl02). 
Así, cuando uno de estos oxígenos se esterifican (diéster), algunas de estas 
interacciones se pierden o se debilitan disminuyendo la capacidad catalítica. En este 
punto, uno de nuestros objetivos consiste en estudiar mutaciones in silico 
encaminadas a proporcionar una mayor especificidad en la AP por los diésteres 
fosfato. Esto permitirá marcarnos las pautas para entender cómo tuvo lugar la 
divergencia evolutiva dentro de esta superfamilia. En este trabajo estudiaremos tres 
mutantes diferentes de la AP. Aprovechando que la NPP es su pariente evolutivamente 
más cercana y que cataliza preferentemente la hidrólisis de diésteres fosfato, 
trataremos de imitar ciertos aspectos estructurales del centro activo que no están 
conservados entre ambas enzimas: el ión Mg2+ y la Lys328. De este modo, 
estudiaremos la mutante E322Y,26 en donde el Glu322 de la esfera de coordinación del 
Mg2+ es reemplazado por una tirosina (presente en dicha posición en la NPP como 
Tyr205). En esta mutante, al no poder coordinar el ion Mg2+, la tirosina introducida 
ocupa su posición formando un enlace de hidrógeno con el Asp51, análogo al enlace 
de hidrógeno formado entre la Tyr205 y el Asp54 en la NPP. Esta enzima ha sido 
caracterizada experimentalmente obteniéndose su estructura cristalográfica y 
midiendo sus constantes cinéticas frente a monoésteres y diésteres fosfato.26 Así la 
mutante E322Y muestra una acusada disminución de la capacidad catalítica hacia
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monoésteres fosfato. El valor de kcat/Kiu para la hidrólisis del miNBP2' disminuye de 1.8 
x 107 M 'V 1 a 31 M 'V 1 al pasar de la w t AP a la mutante a 25 #C. Sin embargo, 
simultáneamente, se observa un aumento de kcat/l<Men la hidrólisis del diéster MpNPP' 
pasando de 18 M 'V 1 a 35 M 'V 1. También propondremos una nueva mutante, la 
K328Y, en la que la Lys328 es sustituida por una tirosina. Con este cambio hemos 
buscado un aminoácido que siendo menos polar que la lisina permita que el grupo OR' 
de los diésteres se acomode mejor en el centro activo a través de interacciones 
hidrofóbicas entre el anillo de benceno de la tirosina y el grupo R'. Por último, 
estudiaremos la doble mutante E322Y/K328Y con el propósito de evaluar la capacidad 
catalítica de una AP que combine los efectos analizados en cada una de las mutantes 
anteriores.
4.3.3.1. E322Y
Las coordenadas de los átomos de la enzima mutante E322Y que utilizamos 
como punto de partida se obtuvieron a partir de la estructura de rayos X presente en 
el PDB con código 3DYC.26 En este caso, la estructura de rayos X contiene un dímero de 
la proteína mutada cristalizada con un fosfato inorgánico ( H P Ó \~ ) siendo ambos 
centros activos idénticos. A continuación, sustituimos el fosfato inorgánico por el 
MpNPP' superponiendo las coordenadas del átomo de fósforo y los oxígenos unidos a 
él, con el grupo saliente orientado hacia el exterior de la cavidad del centro activo. El 
grupo metilo del diéster se orientó del mismo modo que en la w t AP. A continuación se 
añadieron los átomos de hidrógeno de acuerdo con el estado de protonación a pH 8.0 
proporcionado por el programa PROPKA247'248 y el centro activo se solvató y se relajó 
con el mismo procedimiento empleado en la w t AP. El sistema resultante se 
encontraba constituido por un total de 30259 átomos de los cuales 21934  
permanecieron congelados durante todo el estudio. El subsistema cuántico contenía 
los mismos residuos que en la w t AP, esto es, la Serl02 desprotonada, A rgl66, Lys328, 
Zn2+(l), Zn2+(ll), las esferas de coordinación de los iones Zn2+ (Asp51, Asp369, His370, 
Asp327, His331, His412) y el sustrato MpNPP'. Dado el pequeño tamaño de la cadena
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lateral de la serina, se incluyeron parte de los residuos anterior y posterior de la 
secuencia (A sp lO l y A la l03 ) en la parte cuántica para tra ta r adecuadam ente el 
nucleófilo. El cóm puto tota l de átomos en el subsistema Q M  fue de 139, como en la w t 
AP. La coordenada distinguida em pleada para obtener el PMF asociado a la reacción 
fue la combinación antisimétrica entre la distancia del enlace que se rompe y la 
distancia del enlace que se form a (RC=d(P-0MpNPp)-d(P-Oserio2))- El núm ero total de 
ventanas empleadas para cubrir por com pleto el camino de reacción fueron 193. Todas 
las simulaciones se llevaron a cabo em pleando el programa fD Y N A M O .151
En la Figura 4 .34  se muestra el PMF obtenido para la hidrólisis de MpNPP' en la 
E322Y AP junto con los perfiles de energía obtenidos anterio rm ente  para la hidrólisis 
del mismo sustrato en las w t AP y w t NPP. Observando esta figura podemos 
com probar que el perfil obtenido tiene una form a muy similar tan to  al de la AP como 
al de la NPP, es decir, presenta una zona plana alrededor del TS. Del mismo modo que 
predecíamos en los casos anteriores, la similitud en los perfiles de energía libre sugiere 
que el mecanismo de reacción debe ser disociativo.
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Figura 4.34: PMFs obtenidos para la hidrólisis del MpNPP catalizada por la m utante E322Y AP 
(verde), w t AP (negro) y w t NPP (rojo).
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En la Tabla 4.10 se muestran los valores promedio de las distancias P-Ompnpp y 
P-Onuo la coordenada de reacción y la coordenada de compresión obtenidos en el TS y 
en reactivos en los tres sistemas representados, así como el v:alor de las barreras de 
energía libre. Como se observa en la tabla, el valor de la coordenada de compresión 
(d(P-OMpNPp)+d(P-OnUc)) en el TS de la mutante E322Y confirma que el mecanismo de 
reacción es disociativo (DNAN), al igual que en las otras dos enzimas. Es muy 
interesante destacar que tanto el valor de la coordenada de reacción como el de la 
coordenada de compresión del TS en la E322Y (-0.60 y 5.56 Á, respectivamente) son 
muy similares a los correspondientes para la NPP (-0.60 y 5.66 Á) es decir, a la 
diesterasa.
Tabla 4.10: Valores promedio de las distancias P-0MpNpP y P-Onuc (en A) y otros parámetros 
geométricos encontrados en reactivos y TS para la hidrólisis del diéster MpNPP' en la 
mutante E322Y AP, la w t AP y la wt NPP. Las barreras de energía libre para los distintos PMFs 
vienen dadas en kcal/mol.
NPP E322YAP AP
R TS R TS R TS
APMF 0.0 8.9 0.0 12.1 0.0 13.5
d(P-0„) 1.71 ± 0.03 2.53 ± 0.10 1.711 0.04 2.4810.15 1.69 ±0.04 2.68 ±0.11
d(P-Onuc) 4.59 ± 0.05 3.13±0.10 4.2510.06 3.0810.15 4.16 ±0.05 2.32 ±0.11
d(OnUc*0|f) 6.03 ±0.11 5.5710.19 5.8910.08 5.42 10.27 5.52 ±0.09 4.92 ±0.22
d[P-Olt)-d(P-Onw) -2.88 -0.60 -2.54 -0.60 -2.47 0.36
d(P-Ol()+d(P-Onut) 6.29 5.66 5.96 5.56 5.85 5.00
La tendencia de las barreras de energía libre obtenidas en los PMFs concuerda 
con lo esperado: la reacción de hidrólisis del MpNPP' en la enzima E322Y AP tiene una 
barrera de 12.1 kcal/mol, por encima del valor obtenido en la NPP (8.9 kcal/mol), 
resultado coherente con el hecho de que la E322Y es menos eficiente catalizando 
diésteres fosfato que una diesterasa. Asimismo el valor obtenido para la barrera en la 
mutante es inferior en 1.4 kcal/mol al que se obtiene para la hidrólisis del MpNPP' en 
el seno de la w t AP, lo cual indica que la reacción de hidrólisis es ahora más rápida. 
Conviene recordar que la metodología A M l/d -P h o T /M M  tiende a subestimar 
ligeramente las barreras de energía libre, sin embargo, la tendencia observada está de 
acuerdo con la tendencia experimental. Así, si empleamos la ecuación (4.6) para 
traducir la diferencia entre las constantes de especificidad del diéster en la w t AP
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(kcat/l<M= 18 M ' V 1 ) 2 6  y la mutante (kcat/KM= 35 M ' V 1 ) 2 6  obtenemos que la mutante 
consigue reducir la barrera de energía libre determinada desde la enzima y el sustrato 
libres en disolución (AG*E) en 0.4 kcal/mol, mientras que nuestros cálculos indican que 
respecto al complejo de Michaelis (AG * Ca t)  se produce una disminución de 1.4 kcal/mol. 
Aunque ambas magnitudes no pueden compararse directamente, si aceptamos que la 
mutación no produce un cambio drástico en la energía de binding, cabría esperar 
tendencias similares en ambas, tal y como aquí ocurre. Nuestros resultados muestran, 
al igual que ocurre a nivel experimental, que la ausencia del ion Mg2* provoca un ligero 
aumento en la velocidad de la reacción lo que se traduce en una ligera disminución de 
la barrera de energía libre.
Dado que nuestras simulaciones son capaces de reproducir las tendencias 
experimentales, podemos utilizarlas para entender las consecuencias que la mutación 
ha introducido a nivel molecular. En la Figura 4.35 se muestran las estructuras 
representativas de reactivos y TS de la hidrólisis del MpNPP' en el seno de la E322Y AP 
junto con las distancias promedio más relevantes.
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Figura 4.35: Estructuras representativas de reactivos (a) y TS (b) para la reacción de hidrólisis 
del MpNPP en la E322Y AP. Las distancias promedio vienen dadas en Á.
A la vista de la estructura de reactivos, se puede a firm ar que en ausencia del 
ion M g2+ ocurren cambios im portantes en el centro activo. En p rim er lugar, las tres 
moléculas de agua de la esfera de coordinación del ion M g2+ han desaparecido. El 
Asp51, que en la w t AP estaba coordinado tan to  al ion Zn(ll) como al M g2+, form a 
ahora un enlace de h idrógeno con la Lys328, lo que provoca el a le jam iento de ésta del 
oxígeno esterificado con el grupo m etilo  con el que interaccionaba en la w t AP. Es 
im portan te  señalar que en la estructura de rayos X de la E322Y AP no se encontró 
ninguna interacción en tre  la Lys328 y el Asp51. En dicha estructura se observa como la
l
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Lys328 interacciona con uno de los oxígenos del fosfato inorgánico altamente cargado 
a través de una molécula de agua. En nuestras simulaciones esta interacción no se 
produce puesto que en el diéster MpNPP' el oxígeno esterifícado con el grupo metilo 
posee menos densidad de carga que el oxígeno del grupo fosfato inorgánico con el que 
se cristalizó la enzima y, además, es necesario desplazar la molécula de agua para 
situar el grupo metilo. Por tanto, en nuestras simulaciones, la Lys328 interacciona con 
el Asp51, el cual ha perdido su coordinación con el ion Mg2+, ahora ausente. Este 
desplazamiento de la Lys328 permite que el grupo metilo del diéster, especialmente 
en el TS, se acomode en el centro activo. Este efecto parece provocar la moderada 
reducción de la energía libre de activación, tal y como muestran las constantes de 
velocidad experimentales y nuestros PMFs.
De acuerdo con nuestros resultados, la ausencia del ion Mg2+ tiene 
consecuencias directas e indirectas sobre la habilidad del centro activo para acomodar 
al diéster fosfato. El efecto directo lo provoca la ausencia de las moléculas de agua de 
coordinación del ion Mg2+. Recordemos que una de estas moléculas de agua jugaba un 
papel importante en la estabilización del TS del monoéster mNBP2' en la w t AP a través 
de su interacción con uno de los oxígenos no esterificados. Consecuentemente, esta 
mutante presenta una reducida actividad como monoesterasa (experimentalmente el 
valor de kcat/Kiu para la hidrólisis del mNBP2' en la w t AP es 1.8 x 107 M ' V 1 mientras 
que para la mutante E322Y disminuye a 31 M ' V 1 ) . 2 6  Por otro lado, el efecto indirecto 
que provoca la ausencia del ion metálico se debe al desplazamiento que hemos 
descrito anteriormente de la Lys328. Dicha Lys328 se coordina al Asp51, cosa que no 
podría ocurrir en la w t AP ya que en ésta se encuentra coordinado al ion Mg2+. Por el 
contrarío, si un monoéster fosfato se situase en el centro activo, la Lys328 podría 
mantener su posición original ¡nteraccionando con el átomo de oxígeno no esterifícado 
del grupo fosfato. Otro cambio interesante que merece la pena comentar es la 
coordinación del complejo E P formado una vez pasado el TS. En la mutante, la 
reacción procede de forma que el grupo metilfosfato se mantiene coordinado al ion 
Zn(l) (la distancia promedio entre el oxígeno del fosfato y el ion Zn(l) es 2.15 Á) 
mientras el nucleófilo se aproxima para formar el enlace P - O nU c /  perdiendo su 
interacción con el ion Zn(ll) (la distancia promedio entre el O n U c y el ion Zn(ll) es 4.49
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Á). Esta situación corresponde con el complejo E P II de la Figuira 4.32. La ausencia de 
la carga positiva del ion Mg2+ favorecería en este caso el desplazamiento de la Serl02  
hacia el grupo fosfato, lo cual no se observaba en la w t AP.
4 .3 .3 .2 . K 3 2 8 Y
Las conclusiones obtenidas a partir del estudio de la m utante E322Y apuntan a 
la importancia de la Lys328 en la discriminación entre monoésteres y diésteres. Por 
ello nos decidimos a corroborar su efecto a través del estudio de una mutación in sUico 
de este residuo. Como ya se comentó en la Introducción, experimentalmente se han 
realizado mutaciones de la Lys32S en la AP de f .  co// sustituyéndola por alanina o 
histidina. El propósito de estas mutaciones fue el de verificar si el aumento de la 
eficiencia catalítica de las AP de mamíferos como monoesterasas, que en su posición 
poseen una histidina, era debido a dicha diferencia.107'108'257,258 Sin embargo, dichos 
resultados son inconcluyentes debido a la forma en que se midieron las constantes 
cinéticas tal y como se discutió en el apartado 1.2. En este estudio decidimos mutar la 
Lys328 por un residuo con un tamaño similar al de la histidina, por lo que 
seleccionamos una tirosina que al estar formada por un anillo aromático puede 
acomodar mejor en el centro activo a los grupos OR' de los diésteres a través de 
interacciones hidrofóbicas.
La estructura de partida para realizar la mutación de la Lys328 fue una 
estructura del estado de reactivos del PMF de la hidrólisis del diéster MpNPP' en la w t 
AP. En ésta se mantuvo la posición de los átomos Ca y Cp de la Lys328 (junto con los 
hidrógenos unidos a ellos) y la parte restante de la cadena lateral fue reemplazada por 
el grupo fenol. La cadena lateral se orientó de tal forma que se favoreciese el contacto 
con el grupo metilo del diéster. Tras solvatar y relajar el sistema como en los casos 
anteriores, el sistema resultante se encontraba constituido por un total de 30186  
átomos de los cuales 21917 permanecieron congelados durante todo el estudio. El 
subsistema cuántico contenía la S erl02 desprotonada, Argl66, Zn2+(l), Zn2+(ll), las 
esferas de coordinación de los iones Zn2+ (Asp51, Asp369, His370, Asp327, His331, 
His412), el sustrato MpNPP' y la Tyr328. Además, se incluyeron parte de los residuos 
anterior y posterior de la secuencia del nucleófilo (AsplO l y A la l03) para tratarlo
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adecuadamente dado su pequeño tamaño. El cómputo total de átomos en el 
subsistema QM fue de 138. Finalmente, el sistema se equilibró mediante una dinámica 
molecular de 500 ps manteniendo la tem peratura constante a 300 K y un paso de 
integración de 1 fs. La coordenada distinguida empleada para obtener el PMF asociado 
a la reacción fue la combinación antisimétrica entre la distancia del enlace que se 
rompe y la distancia del enlace que se forma (RC=d(P-0MPNpp)-d(P-Oserio2))- El número 
total de ventanas empleadas para cubrir por completo el camino de reacción fueron 
175. Todas las simulaciones se llevaron a cabo empleando el programa fDYNAMO.151
En la Figura 4.36 se muestra el PMF obtenido para la hidrólisis del MpNPP' en la 
K328Y junto con los PMFs de la w t AP y E322Y. En este caso, el perfil de energía libre 
en la mutante K328Y posee una barrera de energía libre prácticamente idéntica a la 
obtenida con la mutante E322Y (12.0 kcal/mol y 12.1 kcal/mol, respectivamente). 
Asimismo, el TS aparece también a valores de la coordenada de reacción muy 
parecidos (-0.63 y -0.60 Á, respectivamente). Sin embargo, en este caso la forma del 
perfil ha cambiado ligeramente y la zona alrededor del TS ya no tiene un carácter tan  
plano. En la Tabla 4.11 se muestran las distancias P - 0 M p n p p  y P - O nUc junto con otros 
parámetros geométricos y las barreras de energía de activación obtenidas para la 
mutante K328Y AP junto con la E322Y AP y la w t AP.
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Figura 4.36: PMFs obtenidos para la hidrólisis del MpNPP catalizada por la mutante K328Y AP 
(naranja), la E322Y AP (verde) y la w t AP (negro).
Tabla 4.11: Valores promedio de las distancias P -0MpNpp Y P-Onuc (en Á) y otros parámetros 
geométricos encontrados en reactivos y TS para la hidrólisis del diéster MpNPP en la 
mutante K328Y AP, E322Y AP y w t AP. Las barreras de energía libre para los distintos PMFs 
vienen dadas en kcal/mol.
K328Y AP E 322Y A P AP
R TS R TS R TS
A P M F 0.0 12.0 0.0 12.1 0.0 13.5
d(P-Oig) 1.69 ±0 .03 2.37 ±0 .14 1.711 0.04 2.48 ±0 .15 1.69 ±0.04 2.68  ±0.11
d (P -O nuc) 4.36 ±0 .05 3.00 ±0 .14 4.25± 0.06 3.08 ±0 .15 4.16 ±0.05 2.32 ±0.11
d (O nuc-Oig) 5.65 ±0 .16 5.21 ±0 .26 5.89± 0.08 5.42 ±0 .27 5.52 ±0.09 4.92 ±0.22
d(P -0|g )-d (P -O nuc) -2.67 -0.63 -2.54 -0.60 -2.47 0.36
d(P-Oig)+d(P-Onuc) 6.05 5.37 5.96 5.56 5.85 5.00
A p a rtir de la Tabla 4.11 se puede a firm ar que el mecanismo en la nueva 
m utante  es disociativo (DNAN). La barrera de energía libre obtenida es m enor que la 
obtenida con la w t AP por lo que esta m utante  sería más e fic iente en la hidrólisis de 
diésteres fosfa to  que la w t AP. Para analizar cuáles son las consecuencias estructurales 
de esta m utación y que consiguen rebajar la barrera de energía libre, hemos analizado 
las estructuras de reactivos y TS obtenidas en esta enzima (Figura 4.37). En estas
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estructuras se observa que el nuevo residuo, Tyr328, forma un enlace de hidrógeno 
con el Aspl53 a través de una molécula de agua. A su vez, el Aspl53 forma enlace de 
hidrógeno con una molécula de agua de la esfera de coordinación del ion Mg2+. Esta 
red de interacciones por enlace de hidrógeno permiten la mejor acomodación del 
grupo metilo en el centro activo, especialmente en el TS, donde el grupo fosfato debe 
invertir su configuración, tal y como refleja el mayor valor de la distancia entre el 
átomo de oxígeno esterifícado con el grupo metilo y la molécula de agua de la esfera 
de coordinación del Mg2+ (3.30 Á frente a los 2.37 Á en la w t AP).
Una diferencia importante entre el mecanismo de hidrólisis de la K328Y con la 
E322Y y la w t AP es la naturaleza del complejo E P formado. Así, como ya hemos 
comentado, tanto en la E322Y como en la w t AP, el grupo metilfosfato permanece 
unido al ion Zn(l), ya que en el caso de la m utante E322Y, una vez pasado el TS es el 
nucleófilo el que se aproxima perdiendo su coordinación con el ion Zn(ll) (complejo E P 
II de la Figura 4.32), y en el caso de la w t AP, se produce una aproximación mutua 
entre metilfosfato y nucleófilo sin perder sus coordinaciones a los iones Zn2+ (complejo 
E P I de la Figura 4.32). En el caso de la K328Y, es el grupo metilfosfato el que pierde su 
coordinación al ion Zn(l) (la distancia del oxígeno más cercano al ion Zn(l) es 4.39 Á) y 
se aproxima al nucleófilo para formar el enlace P-OnUc sin que éste se aleje del ion Zn(ll) 
(la distancia OnUc-Zn(ll) es de 2.24 Á). Es decir, se forma el complejo E P III de la Figura 
4.32. En este caso, el espacio creado por la red de enlaces de hidrógeno al cambiar la 
lisina por la tirosina, favorece que sea el metilfosfato el que se aproxime, ya que el 
movimiento del nucleófilo en este caso está más desfavorecido debido al efecto 
electrostático que ejerce el ion Mg2+.
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Figura 4.37: Estructuras representativas de reactivos (a) y TS (b) para la hidrólisis del MpNPP 
en la K328Y AP. Las distancias promedio vienen dadas en Á.
4.3.3.3. E322Y/K328Y
Los resultados que hemos ob ten ido  hasta ahora muestran cóm o la preferencia 
de estas enzimas por diésteres o m onoésteres fosfato está d irectam ente relacionada 
con las interacciones que se establecen en el seno del centro activo con el grupo
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fosfato, pero más específicamente con el oxígeno del fosfato orientado hacia el ion 
M g2+ y la Lys328. Así pues, cuando la enzima w t AP cataliza monoésteres fosfato, éstos 
se ven estabilizados a través de las interacciones de dicho átomo de oxígeno con una 
molécula de agua de la esfera de coordinación del ion Mg2+ y con la Lys328, 
preferencialmente en el TS. Sin embargo, cuando cataliza diésteres fosfato tan solo 
aparece, aunque debilitada, la interacción del átomo de oxígeno esterificado con la 
molécula de agua, mientras que la Lys328 tiene un efecto desestabilizador en la 
catálisis. En ese sentido hemos estudiado la E322Y AP, en la que la interacción con la 
molécula de agua se pierde y se produce un desplazamiento de la Lys328 que facilita la 
inserción del diéster en el centro activo, y la K328Y AP donde el efecto de la Lys328 
sobre los diésteres fosfato es sustituido por una interacción menos desfavorable a la 
catálisis. Obviamente, el siguiente paso en nuestro estudio consiste en evaluar las 
consecuencias de la doble mutación de la w t AP en que los dos efectos nombrados 
anteriormente desaparezcan. Ésta es la mutante E322Y/K328Y.
La estructura de partida para realizar la doble mutación fue una estructura del 
estado de reactivos del PMF de la hidrólisis del diéster MpNPP' en la mutante E322Y 
AP. En ésta se mantuvo la posición de los átomos Ca y Cp de la Lys328 (junto con los 
hidrógenos unidos a ellos) y la parte restante de la cadena lateral fue reemplazada por 
el grupo fenol. La cadena lateral se orientó de tal forma que se favoreciese el contacto 
con el grupo metilo del diéster. A continuación se repitieron los mismo pasos de 
optimización/equilibración realizados en las mutantes anteriores. El subsistema 
cuántico contenía la Serl02 desprotonada, Argl66, Zn2+(l), Zn2+(ll), las esferas de 
coordinación de los iones Zn2+ (Asp51, Asp369, His370, Asp327, His331, His412), el 
sustrato MpNPP' y la Tyr328. Además, se incluyeron parte de los residuos anterior y 
posterior de la secuencia del nudeófilo (AsplO l y A la l03) para tratarlo  
adecuadamente dado su pequeño tamaño. El cómputo total de átomos en el 
subsistema QM fue de 138. El sistema se equilibró mediante una dinámica molecular 
de 500 ps a 300 K y un paso de integración de 1 fs. La coordenada distinguida 
empleada para obtener el potencial de fuerza media asociado a la reacción fue la 
combinación antisimétrica entre la distancia del enlace que se rompe y la distancia del 
enlace que se forma (R C =d (P -O MpNpp)-d(P-Oseri0 2 ))- El número total de ventanas
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empleadas para cubrir por com pleto el cam ino de reacción fueron 198. Todas las 
simulaciones se llevaron a cabo empleando el programa fDYNAMO.151
En la Figura 4.38 se muestra el PMF obtenido para la h idró lis is del MpNPP' en la 
doble m utante E322Y/K328Y AP ju n to  con los perfiles de la w t AP y las m utantes E322Y 
y K328Y.
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Figura 4.38: PMFs obtenidos para la hidrólisis del MpNPP catalizada por la doble mutante
E322Y/K328Y (morado), K328Y (naranja), E322Y (verde) y w t AP (negro).
Como se puede observar, las consecuencias de la doble m utación sobre la 
barrera de energía libre son notables. En prim er lugar, se observa una dism inución de 
la barrera de energía libre de activación respecto a la w t AP (pasando de 13.5 kcal/m ol 
en la w t a 9.1 kca l/m ol en la doble m utante). De hecho, conviene recordar que la 
barrera de energía libre de activación obtenida en la diesterasa NPP era de 8.9 
kcal/m ol, luego la capacidad catalítica de esta m utante hacia la catálisis de diésteres 
fosfa to  se ha aproxim ado a la de la NPP. Además, la form a del perfil tam bién presenta 
algunos cambios: los reactivos y el TS aparecen a valores más negativos de la 
coordenada de reacción. El TS se sitúa en un valor de RC = -0.91 Á respecto a -0.60 ó 
-0.63 Á para las m utantes simples. Con el propósito de indagar en el mecanismo de 
reacción en la Tabla 4.12 se m uestran las distancias prom edio P - 0 M p npp  y P -0 Serio2 así
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como otros parámetros geométricos obtenidos en el TS y en reactivos de la doble 
mutante E322Y/K328Y, en la E322Y y en la K328Y junto con las barreras de energía 
libre para dichos sistemas. Los resultados muestran como se las distancias P - 0 M p n p p  y 
P-Oserio2 en la hidrólisis en la doble mutante presentan valores un tanto distintos a los 
obtenidos con las otras mutantes. Sin embargo, a pesar de que el TS aparece a un valor 
de la coordenada de reacción diferente, más negativo, el valor de la coordenada de 
compresión es prácticamente el mismo que el obtenido en los TSs de los otros 
sistemas, lo cual confirma la naturaleza del mecanismo de tipo disociativo (DNAN) 
también en esta doble mutante. No obstante, la distancia P - 0 | g  es ligeramente más 
corta que en los otros TSs (2.08 Á frente a 2.48 Á para la E322Y y 2.37 Á para la K328Y) 
lo cual indica que se trata de un TS más cercano a reactivos. En reactivos, la distancia 
P - O n u c  es más larga que en las estructuras de reactivos de las otras mutantes (4.86 Á 
frente a 4.25 Á para la E322Y y 4.36 Á para la K328Y) por lo que, en este caso, la 
estructura aparece a un valor más negativo de la coordenada de reacción.
Una vez determinado el mecanismo de reacción, conviene analizar las 
estructuras de reactivos y TS con el fin de determinar qué interacciones han conducido 
a disminuir la barrera de energía de activación. En la Figura 4.39 se muestran las 
estructuras representativas de reactivos y TS para la hidrólisis del MpNPP' en la doble 
mutante E322Y/K328Y.
Tabla 4.12: Valores promedio de las distancias P-0MPNi>r y P-Oserira (en A) y otros parámetros 
geométricos de reactivos y TS para la hidrólisis del diéster MpNPP' en la mutante 
E322Y/K328Y AP, E322Y AP y K328Y AP. Las barreras de energía libre para los distintos PMFs 
vienen dadas en kcal/mol.
E322Y/K328Y AP E322YAP K328Y AP
R TS R TS R TS
APMF 0.0 9.1 0.0 12.1 0.0 12.0
d(P-0„) 1.72 ±0 .04  2.08 ±0.15 1.71± 0.04 2.48 ± 0.15 1.69 ±0.03 2.37 ±0.14
d(P-Onuc) 4.86 ±0 .06  3.01 ±0.14 4.25± 0.06 3.08 ± 0.15 4.36 ±0.05 3.00 ±0.14
d(Onuc-0|J 6.14 ±0 .12  4.98 ±0.26 5.89± 0.08 5.42 ± 0.27 5.65 ±0.16 5.21 ±0.22
d(P-0lf)-d(P-Onue) -3.14 -0.91 -2.54 -0.60 -2.67 -0.63
d(P*0,()+d(P”Onuc) 6.58 5.09 5.96 5.56 6.05 5.37
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Figura 4.39: Estructuras representativas de reactivos (a) y TS (b) obtenidas en la hidrólisis del 
MpNPP en la doble m utante E322Y/K328Y. Las distancias promedio vienen dadas en Á.
Como habíamos señalado an te rio rm ente , la estructura de reactivos aparece a 
un va lor m uy negativo de la coordenada de reacción (-3.14 Á en la E322Y/K328Y fren te  
a -2.54 Á en la E322Y y -2.67 Á en la K328Y). Este desplazamiento de reactivos a valores 
más negativos puede ser consecuencia de la elim inación de tres cargas positivas en el 
seno del cen tro  activo (M g2+ más Lys328). En este entorno, m antener cerca dos 
fragm entos cargados negativam ente como son el nucleófilo  y el d iéster fosfa to  tiene 
m ayor d ificu ltad. Esto provoca que la interacción entre el grupo amida de la S erl02  y 
uno de los oxígenos no esterificados del fosfa to  se pierda (la distancia entre  el oxígeno
MpNPP
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y el hidrógeno de la amida es 3.70 Á), en contra de lo que sucedía en los reactivos de 
los diferentes sistemas. A pesar del valor tan elevado de la coordenada de compresión, 
es interesante destacar que la distancia entre los iones Zn2+ es ahora más pequeña que 
en los reactivos de los otros sistemas (wt AP y mutantes simples). Sin embargo, como 
ya se señaló con anterioridad, la distancia Zn-Zn por sí sola no puede dar información 
sobre la situación del sistema reactivo. Respecto a las mutaciones introducidas, es 
importante destacar que la Tyr328 forma una cadena de enlaces de hidrógeno a través 
de una molécula de agua y el Asp51. Así como en la K328Y la Tyr328 interaccionaba 
con el Aspl53 a través de una molécula de agua, en este caso, debido a la ausencia del 
ion Mg2+, el Asp51 ha perdido uno de sus puntos de coordinación, de forma que 
desplaza al Aspl53 para interaccionar indirectamente con la Tyr328. El Aspl53, a su 
vez, forma un enlace de hidrógeno con la A rgl66. En la mutante E322Y también se 
observó la interacción directa entre la Lys328 y el Asp51 a través de un enlace de 
hidrógeno. Aunque en la figura no se ha representado la A rg l66  para facilitar su 
visualización, ésta interacciona con los oxígenos del grupo fosfato (con distancias 
promedio a los hidrógenos más cercanos de 2.13 y 2.20 Á).
En el TS, la interacción a través de una molécula de agua entre la Tyr328 y el 
Asp51 se ve reforzada. Se produce entonces el giro del anillo de la Tyr328 lo que 
permite establecer una mejor interacción con el grupo metilo del diéster, que queda 
ahora confrontado al plano del sistema n. Esta interacción contribuye a la 
estabilización del TS. Otra interacción estabilizador del TS aparece entre el grupo NH 
amida de la S erl02 y el oxígeno no esterificado del fosfato (la distancia promedio vale 
1.99 Á), similar al valor encontrado en el TS de las enzimas analizadas anteriormente.
Por último cabe señalar que en esta mutante se forma un complejo del tipo E-P 
III (Figura 4.32), del mismo modo que en la mutante K328Y. Al igual que ocurría en 
dicha mutante, el grupo metilfosfato pierde su coordinación con el ion Zn(l) (la 
distancia promedio entre el oxígeno del fosfato y el ion Zn(l) es 4.51 Á) y se aproxima al 
nucleófilo para form ar el nuevo enlace P-Onuc. El nudeófilo, por su parte, permanece 
coordinado al ion Zn(ll) (la distancia promedio entre el OnUcy el ion Zn(ll) es 2.24 Á). 
Tanto este comportamiento como el observado en la mutante K328Y, confirmaría la
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función de la Lys328 facilitando el anclaje del grupo fosfato a la esfera de coordinación 
de ion Zn(l).
4.3.3.4. Análisis Mutagénico
En los anteriores apartados hemos estudiado la hidrólisis de un diéster fosfato 
(MpNPP ) en el centro activo de la AP y de tres mutantes con el objetivo de entender el 
origen de la promiscuidad de la AP hacia este sustrato. En la w t AP obtuvimos una 
barrera de energía libre de 13.5 kcal/mol y tras el análisis de la estructura del TS 
observamos que su estabilización respecto a los reactivos estaba basada en la 
interacción entre uno de los oxígenos no esterificados del fosfato y el grupo amida de 
la Serl02 y la interacción entre el oxígeno esterificado y una molécula de agua de la 
esfera de coordinación del ion Mg2+, junto con otros residuos como Lysl67, A rg l66 o 
Asp51. Sin embargo, así como en la hidrólisis de un monoéster fosfato la Lys328 juega 
un papel importante estabilizando la carga negativa del fosfato, en los diésteres 
provoca un efecto contrario al situarse enfrentada al grupo R' del diéster en el TS. A 
través del análisis de las energías de interacción entre los distintos residuos de la w t AP 
y el sistema reactivo (Serl02+M pN PP) determinamos que, efectivamente, la Lys328 
era la que mayor contribución positiva tenía a la barrera de energía de la hidrólisis, lo 
que se traduce en un aumento de la barrera. En la mutante E322Y uno de los ligandos 
del ion Mg2+ (Glu322) ha sido reemplazado por una tirosina de forma que la enzima 
resultante es incapaz de fijar M g2+. Con esta mutante la barrera de energía libre de 
activación disminuye de forma moderada a 12.1 kcal/mol, de acuerdo con la tendencia 
observada experimentalmente. La forma del perfil de energía libre cambia y el TS 
aparece a un valor de la coordenada de reacción muy similar al del TS en la hidrólisis 
del diéster en la diesterasa NPP. Esta mejora en la actividad diesterasa de la mutante 
se debe a que la ausencia del ion Mg2+ provoca la interacción directa entre el Asp51 y 
la Lys328 desplazando a este último residuo de las cercanías del grupo R' del diéster. 
Como resultado tenemos que la Lys328, que en la w t AP contribuía incrementando la 
barrera de energía, tiene ahora un impacto menor sobre la misma, tal y como refleja la
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Figura 4.40. En esta figura se han representado las contribuciones de las energías de 
interacción entre el residuo 328 (lisina en la w t AP y E322Y, tiros ina en la K328Y y 
E322Y/K328Y) y el sistema reactivo a la barrera de energía. Así pues, para la m utante 
E322Y la d iferencia entre esta energía de interacción prom edio en el TS y en reactivos 
es positiva, lo cual indica que en esta enzima la Lys328 estabiliza más el estado de 
reactivos que el TS. Sin embargo, en com paración con la w t AP, se produce una 
dism inución acusada de dicha contribución por lo que el cam bio en la posición de la 
Lys328 sería una de las razones por las que la barrera de energía lib re  de activación se 
vería dism inuida.
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Figura 4.40: Contribuciones promedio de la energía de interacción del residuo 328 con el 
sistema reactivo (S erl02+M pN P P) a la barrera de energía de la hidrólisis del MpNPP en la w t 
AP y diferentes mutantes.
Tras de te rm inar la im portancia que la Lys328 desempeña en la catálisis 
decidimos estudiar la m utante  K328Y en la que la Lys328 se ha sustitu ido por una 
tirosina. En este caso, el cam bio en el perfil de energía libre no fue m uy acusado y se 
obtuvieron valores m uy sim ilares de barrera de energía libre y de la geom etría del TS 
que los obtenidos con la m utante  E322Y. Las consecuencias de la m utación generan un 
entorno más apropiado para la hidrólisis del d iéster que en la w t AP. Así, ta l como 
analizamos an te rio rm ente , la Tyr328 induce la form ación de una red de enlaces de 
hidrógeno que crean sufic iente espacio para fac ilita r el em plazam iento del g rupo R' del
wtAP
K328Y
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diéster en el centro activo. Este análisis de la estructura de TS en esta mutante queda 
confirmado con los resultados energéticos presentados en la Figura 4.40. Así, la 
contribución de la energía de interacción entre la Tyr328 y el sistema reactivo a la 
barrera de energía es positiva pero menor que en el caso de la lisina, lo que explicaría 
la disminución de la barrera de energía libre en esta enzima respecto a la w t AP. 
Finalmente, tras determinar que tanto el efecto de la ausencia del ion Mg2+ como la 
sustitución de la Lys328 por tirosina provocan un aumento en la capacidad catalítica de 
la enzima hacia la hidrólisis de diésteres fosfato, decidimos estudiar la doble mutante 
E322Y/K328Y. En este caso, los cambios fueron más significativos. La barrera de 
energía libre es la más baja de entre todas las mutantes estudiadas. Así en el TS, el 
anillo aromático de la Tyr328 forma interacciones hidrofóbicas favorecedoras con el 
grupo R' del diéster. Esto explicaría la reducción en la barrera de energía libre. Este 
efecto puede cuantificarse a través de la contribución de la energía de interacción 
entre la Ty328 y el sistema reactivo. En la Figura 4.40 se puede observar como el 
efecto de esta doble mutación provoca una contribución negativa del residuo 328 a la 
barrera de energía.
En definitiva, nuestros resultados demuestran que, tal y como proponían 
Herschlag y colaboradores,26 la especificidad de la AP hacia los monoésteres fosfato 
viene determinada por las interacciones que mantienen los oxígenos del fosfato con la 
Serl02, la Lys328 y una molécula de agua de la esfera de coordinación del ion Mg2+. 
Conforme las interacciones con el oxígeno esterificado en el diéster por el grupo R' se 
eliminan, se mejora la capacidad catalítica respecto de los diésteres fosfato 
acercándonos a la situación de la diesterasa NPP (que no posee ningún residuo en la 
posición de la Lys328 ni el ion Mg2+). Asimismo, queda demostrado que la especificidad 
de la AP hacia un tipo de sustrato u otro no está relacionada con el mecanismo de 
reacción, ya que todos los miembros de la AP estudiados junto con sus mutantes 
catalizan la hidrólisis tanto de diésteres como de monoésteres fosfato a través de un 
mecanismo de tipo disociativo (DNAN). Por lo tanto, la superfamilia AP ha evolucionado 
divergentemente manteniendo el mismo mecanismo de reacción. Así, la promiscuidad 
catalítica que poseen las enzimas de esta superfamilia se puede explicar en base a que 
el centro activo presenta ciertas similitudes esenciales (la presencia de los iones Zn2+)
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que permiten que pueda catalizarse la reacción pero al mismo tiempo existen 
diferencias en los residuos antes comentados que juegan un papel esencial en el 
reconocimiento de uno u otro tipo de sustrato.
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4.4. Hidrólisis de Triéster Fosfato
La hidrólisis de triésteres fosfato catalizada por la PTE ha planteado cierto 
debate entre algunos investigadores, puesto que algunos aspectos intrínsecos del 
mecanismo de reacción no han sido todavía esclarecidos completamente. A nivel 
experimental, se ha estudiado la hidrólisis de distintos triésteres fosfato en el seno de 
la PTE de Pseudomonas diminuta demostrando su poca especificidad hacia 
compuestos derivados del Poraoxon.31'37'123'124'259'260 A nivel teórico, los estudios más 
representativos han sido los llevados a cabo por Gao y colaboradores,135 Himo y 
colaboradores136'261 y M o y colaboradores.262 Actualmente él debate se centra en 
esclarecer si el mecanismo de reacción es concertado o, por el contrario, por etapas. 
Además, la estructura de productos propuesta para la primera etapa de la hidrólisis 
por los distintos autores es diferente. En estos trabajos se han empleado diferentes 
metodologías para estudiar este sistema. Por un lado, Gao y colaboradores135 emplean 
métodos híbridos Q M /M M , basados en el Hamiltoniano AM1 cuya capacidad para 
describir sistemas que contienen átomos de fósforo es muy limitada, tal y como han 
demostrado nuestros resultados. Por otro lado, Himo y colaboradores136'261 utilizan 
métodos de alto nivel (DFT) sobre modelos del centro activo formados por pocos 
residuos donde la movilidad de los mismos está restringida debido a la necesidad de 
fijar la posición de los Ca. Aunque estos métodos aportan una mayor fiabilidad en 
cuanto al nivel de cálculo Q M , la flexibilidad y los efectos electrostáticos de la enzima 
no se están teniendo en cuenta en dicho estudio, lo que puede provocar que los 
resultados vengan condicionados por estas carencias. Por último, Mo y 
colaboradores262 utilizan métodos híbridos Q M /M M  con un conjunto específico de 
parámetros de reacción (SRP). Estos parámetros se han obtenido a partir de la curva 
de energía libre para la reacción de un ion hidroxilo y Paraoxon en vacío a nivel B3LYP 
y su posterior reparametrización sobre el método PM3. Sin embargo, estos parámetros 
solo se han reoptimizado para el átomo de fósforo y en la reparametrización no se han 
incluido parámetros para los orbitales d del átomo de fósforo. Para los iones de zinc se 
utilizó el método semiempírico ZnB (zinc biológico) basado en PM3 y reparametrizado 
para el átomo de zinc empleando una batería de complejos de zinc con similitud 
biológica.240 Nuestros estudios aportan, por un lado las ventajas que ofrecen los
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métodos Q M /M M , incorporando la flexibilidad del sistema y los efectos electrostáticos 
de largo alcance, y por otro, el uso del método A M l/d -P h o T  reparametrizado para los 
átomos de fósforo, oxígeno e hidrógeno, con orbitales d para el átomo de fósforo. Este 
método ha demostrado reproducir correctamente los sistemas que contienen 
compuestos de fósforo tal y como demuestran los trabajos de D.M York176 y nuestros 
propios trabajos sobre la superfamilia de la AP.263'265
4.4.1. Hidrólisis en Disolución Acuosa
En primer lugar hemos estudiado la reacción de hidrólisis básica de Paraoxon 
en disolución acuosa (Figura 4.41) con el objetivo de calibrar el método A M l/d -P hoT  
con este sustrato, puesto que existen datos experimentales tanto cinéticos como de 
KIEs.30,122,266 Los valores experimentales de KIEs indican que la hidrólisis tiene lugar 
mediante un mecanismo asociativo. Sin embargo, dicho mecanismo podría ocurrir bien 
vía la formación de un intermedio pentacoordinado o bien vía una reacción Sn2 
concertada.122 Los KIEs obtenidos pueden interpretarse a partir de un estado de 
transición donde los órdenes de enlace para los enlaces P -0 0h y P'Oparaoxon se 
estimarían en 0.40 y 0.75 respectivamente, lo cual indicaría que el mecanismo es 
concertado.122 Respecto al grupo saliente de la reacción, podría tener lugar una 
reacción competitiva paralela donde el grupo etóxido fuese el grupo saliente. No 
obstante, esta posibilidad queda descartada ya que el etanol posee un pKa de 16.0  
frente a 7.0 para el p-nitrofenol.
Figura 4.41: Representación esquemática de la hidrólisis básica de Paraoxon en disolución 
acuosa.
El soluto está formado por el triéster fosfato Paraoxon y el ion hidroxilo como 
nucleófilo. En un cálculo preliminar, mediante el uso del programa Gaussian03,225 se 
localizó el TS de la reacción a nivel B3LYP/6-31+G* empleando el modelo de continuo 
polarizado (PCM)224 y se caracterizó mediante el cálculo de su matriz hessiana, que al
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diagonalizarse poseía un único valor negativo. Esta estructura se empleó como 
estructura inicial para las simulaciones de dinámica molecular. El siguiente paso 
consistió en solvatar el sistema. Concretamente, el soluto se solvató situándolo en el 
centro de una caja cúbica de 55.8 Á de lado de moléculas de agua. A continuación, se 
eliminaron todas aquellas moléculas de agua cuyos oxígenos estaban a una distancia 
menor de 2.8 Á de todo átomo de soluto diferente de hidrógeno. El sistema resultante 
se encontraba compuesto por 34 átomos de soluto descritos mediante métodos QM y 
5808 moléculas de agua M M . La región QM se describió mediante el método 
semiempírico A M l/d -P h o T  mientras que la región M M  se trató mediante el campo de 
fuerzas TIP3P.148 Las simulaciones de dinámica molecular se realizaron mediante el uso 
del programa fDYNAMO151 empleando el colectivo canónico, el cual nos aporta la 
energía libre de Helmholtz y el integrador de Langevin-Verlet manteniendo la 
tem peratura del sistema constante a 25 °C y un paso de integración de 1 fs. El sistema 
se equilibró, por una parte, relajando previamente las moléculas de agua mediante el 
método de optimización steepest descent seguido de 100 ps de dinámica molecular 
donde se fijó la geometría del soluto. A continuación, la totalidad del sistema se 
equilibró mediante 50 ps de dinámica molecular constriñendo la coordenada de 
reacción a un valor de -0.90 Á, correspondiente a la geometría del TS localizado a nivel 
DFT/PCM.
A partir de la configuración resultante se obtuvo la energía libre del proceso 
expresada como un PMF asociado a una coordenada distinguida. En este caso se 
escogió como coordenada distinguida, la combinación antisimétrica entre la distancia 
del enlace que se rompe y la distancia del enlace que se forma, esto es RC=d(P- 
O p a r a o x o n ) - d ( P - O o H ) ,  de modo que los valores negativos definen reactivos y los valores 
positivos, productos. Para poder realizar un muestreo de valores de coordenada de 
reacción correspondientes a estructuras ajenas a los mínimos y obtener la función de 
distribución total se empleó la técnica de Umbrella Sampling213'214 y el método 
W HAM .215 El valor de la constante para el Umbrella Sampling (KUmb) empleado fue de 
2500 kJ/mol'Á2 para todas las dinámicas. La totalidad del PMF consistió en 109 
ventanas de simulación realizadas para cubrir todo el intervalo de valores de la
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coordenada de reacción. Cada ventana de simulación se obtuvo realizando 15 ps de 
producción tras 10 ps de equilibración previa.
En la Figura 4.42 se presenta el perfil de energía libre obtenido para la hidrólisis 
de Paraoxon a 25 °C. Éste presenta una forma de tipo campana con un único máximo 
en la coordenada de reacción en el valor -0.73 Á y una barrera de 16.9 kcal/mol. Esta 
barrera ha sido obtenida empleando el mismo protocolo utilizado en la hidrólisis 
básica del diéster MpNPP' en disolución acuosa, es decir tras añadir dos contribuciones 
al valor obtenido como diferencia entre el máximo y el valor correspondiente a la 
coordenada más negativa del PMF. Por un lado, se añadió la energía libre 
correspondiente a llevar los fragmentos reactivos desde una distancia infinita hasta el 
valor elegido como referencia en el PMF. Ésta se obtuvo calculando la diferencia de 
energía entre 10 estructuras pertenecientes al PMF en la coordenada de reacción RC=- 
5 Á y 10 estructuras correspondientes de los reactivos solvatados por separado, esto 
es, a distancia infinita. La energía libre de dichas estructuras se obtuvo como cálculos 
puntuales a nivel B3LYP/6-31+G* empleando el modelo de continuo (PCM). Por otra 
parte, a esta contribución se le sumó la que permite referir los valores de energía libre 
en condiciones de concentración 1M .
Experimentalmente se ha determinado que la hidrólisis de Paraoxon en 
disolución acuosa tiene una constante de velocidad de 7.5 x 10'2 M 1 s’1 a 25 °C lo que 
se traduce, aplicando la TET,42 en una barrera de energía libre de 18.9 kcal/mol.30 
Nuestro resultado, aunque ligeramente inferior, está en buen acuerdo con el 
experimental.
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Figura 4.42: PMF de la reacción de hidrólisis de Paraoxon en disolución acuosa.
En la Figura 4.43 se muestra una estructura representativa del TS, localizada en 
el m áxim o del PMF. Las distancias prom edio entre el átom o de fósfo ro  y los oxígenos 
nucleofílico y saliente son 2.49 Á y 1.72 Á, respectivamente. De acuerdo con estos 
resultados, la reacción tiene  lugar a través de un mecanismo asociativo, como se 
puede observar tam bién en la evolución de las distancias clave a lo largo del perfil de 
energía libre (Figura 4.44). Así, en los prim eros instantes de la reacción, se produce un 
acercam iento entre el nucleófilo  y el Paraoxon, m ientras el grupo saliente permanece 
constante y fue rtem ente  enlazado al fósforo. Esta situación cambia cuando, pasado el 
TS, la distancia entre el á tom o de fósforo  y el nucleófilo  decrece hasta que se mantiene 
constante a un valor de 1.7 Á aproxim adam ente a la vez que el g rupo saliente aumenta 
su distancia al átom o de fósfo ro  hasta que el enlace ya está to ta lm en te  ro to . Este 
com portam ien to  asociativo se puede entender en base a efectos electrostáticos. La 
repulsión e lectrostática en tre  el nucleófilo cargado negativam ente y el Paraoxon 
neu tro  es pequeña, lo que facilita  el acercam iento entre ambos fragm entos. Cuando 
estudiamos la hidrólisis del d iéster fosfa to  MpNPP", obtuvim os tam bién  un mecanismo 
asociativo, con un valor de la coordenada de compresión de 4.05 Á para el TS, 
a tribu id le  al e fecto estabilizador de las moléculas de agua del disolvente, capaces de 
adaptarse a la d istribución de carga del soluto, d ism inuyendo así la repulsión
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electrostática existente entre las dos cargas negativas (h id rox ilo  y d iéster fosfato). En 
el caso del tr ié s te r fosfato, la repulsión e lectrostática es m enor puesto que el sustrato 
no posee carga, luego es de esperar que el mecanismo sea asociativo con un TS más 
com prim ido si cabe, ya que no existe la repulsión e lectrostática. Sin embargo, el valor 
de la coordenada de compresión para el TS tiene un va lor de 4.21 Á, mayor que para el 
diéster, debido a que esta estructura posee una geom etría más próxima a reactivos 
que el TS de la hidrólisis del d iéster fosfato. Esto estaría de acuerdo con el postulado 
de Ham m ond,267 el cual argum enta que cuanto más exotérm ica sea una reacción (en 
este caso exergónica), más se asemejará la estructura del TS a los reactivos. Dado que 
la reacción de hidrólisis básica del tr ié s te r fosfa to  es más exergónica, es lógico que el 
TS de ésta se asemeje más al estado de reactivos. El carácter más asociativo puede 
com probarse com parando con juntam ente  cómo evolucionan las distancias clave a lo 
largo de los PMFs de las hidrólisis básicas del d iéster y tr ié s te r en disolución acuosa 
que se muestra en la Figura 4.44. Así, se puede observar que las distancias del tr ié s te r 
fosfato a lo largo de la reacción son siem pre más cortas que las mismas en el d iéster 
fosfato, dejando patente que se tra ta  de un mecanismo más asociativo. En dicha 
figura, las flechas indican la posición del TS en cada caso y se puede observar como 
para el caso del triés te r fosfa to  el TS es más tem prano que el TS del diéster.
1.72
2.49
Figura 4.43: Estructura del TS de la hidrólisis básica del Paraoxon en disolución acuosa. Las 
distancias promedio vienen dadas en Á.
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Figura 4.44: Distancias promedio encontradas a lo largo de los PMFs obtenidos para la 
hidrólisis básica de Paraoxon (verde) y MpNPP (azul) en disolución acuosa.
En defin itiva , el pe rfil de energía libre que hemos obten ido refleja un 
mecanismo concertado y el análisis de la estructura de transición así como la evolución 
de las distancias implicadas en la reacción indican que se tra ta  de un mecanismo 
asociativo. Ambas observaciones están en concordancia con los resultados
experimentales. 122,266 Asim ismo tam bién se puede conclu ir que el m étodo
sem iem pírico A M l/d -P h o T  reproduce correctam ente la barrera de energía libre 
obtenida experim enta lm ente , lo cual nos perm ite  abordar con confianza el estudio de 
la reacción enzimática.
4 .4 .2 . Hidrólisis en la enzima PTE
La PTE es una enzima capaz de hidro lizar triésteres fosfato, sustancias sintéticas 
y para la que no se conoce sustrato natural. Se tra ta , por tan to , de un caso 
paradigm ático de desarro llo  de nuevas funciones partiendo de la plasticidad de una 
enzima existente, ta l y como se comentaba en la Introducción.
Las coordenadas iniciales para el estudio de la hidrólisis alcalina en la PTE se 
ob tuv ie ron  a p a rtir  de la estructura de rayos X de la enzima procedente de la bacteria 
Pseudomonas d im inu ta  presente en la base de datos PDB. En este caso, la estructura
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elegida (1DPM)268 contiene la enzima constituida por dos subunidades idénticas y 
cristalizada con un inhibidor, el dietil 4-metilbencil fosfonato. Dicho inhibidor fue 
utilizado como referencia para situar el sustrato empleado en este estudio, el triéster 
dietil p-nitrofenilfosfato o Paraoxon (Figura 1.13), en el centro activo. Cabe mencionar 
que, en esta estructura de rayos X, faltaban los 34 primeros residuos de cada cadena. 
Sin embargo, estos se encuentran a unos 50 Á del centro activo escogido para el 
estudio y, además, no se espera que jueguen un papel clave en la catálisis por lo que 
no se añadieron. Asimismo, algunos átomos del residuo Arg363 de la cadena escogida 
para el estudio no aparecían en las coordenadas obtenidas del rayos X y fueron 
reconstruidos a posteriori. A continuación, se calculó el pKa de cada residuo en función 
de su entorno mediante el programa PROPKA.247'248 Una vez determinado el estado de 
protonación de cada residuo a pH 7.0 (valor al que se determinaron 
experimentalmente las constantes cinéticas),260 se añadieron los átomos de hidrógeno 
empleando el programa fDYNAMO.151 Posteriormente se solvató el sistema con una 
esfera de moléculas de agua TIP3P148 de 40 Á de radio centrada en el átomo de fósforo 
de Paraoxon y se eliminaron todas aquellas moléculas de agua cuyos oxígenos se 
encontraban a una distancia menor de 2.8 Á de todo átomo de soluto distinto de 
hidrógeno. Para reducir el coste computacional se congeló todo residuo o molécula 
que se encontrara a más de 22 Á del átomo de fósforo. El sistema resultante (Figura 
4.45) se encontraba constituido por un total de 29474 átomos, de los cuales 21271 de 
ellos permanecieron congelados durante las simulaciones.
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Figura 4.45: Estructura de ia Fosfotriesterasa de Pseudomonas diminuta solvatada por una 
esfera de moléculas de agua de 40 Á de radio centrada en el átomo de fósforo de Paraoxon 
(representado en color azul) situado en uno de los dos centros activos.
En lo que concierne al tam año de la parte cuántica, nuestros estudios 
anteriores han dem ostrado cuán determ inante  es, para estos sistemas, la correcta 
elección de la parte cuántica. En este caso, se tra ta  de un centro activo a ltam ente 
cargado representado por un centro bim etálico por lo que la transferencia de carga 
estimada entre  el sistema reactivo y los alrededores puede ser im portante . De hecho, 
este centro  activo posee ciertos paralelismos con los centros activos de la superfam ilia 
de la AP, por lo que, en princip io , la estrategia de cálculo aplicada a aquellos sistemas 
sería aplicable a éste. De esta form a el subsistema cuántico está fo rm ado  por los dos 
iones zinc, sus esferas de coordinación (His55, His57, Asp301, His201 e His230), el 
sustra to  (Paraoxon), el ion h idroxilo  y una lisina carbamilada (Lysl69) que actúan como 
puente entre los iones m etálicos (Figura 4.46). Para saturar las valencias de los átomos 
fron te ra  entre ambos subsistemas se utilizó el procedim iento del link  o tom ,156,157 
situando estos átomos en tre  los Ca y los Cp de cada residuo. El núm ero to ta l de átomos 
cuánticos fue de 109. La región QM se describió con el m étodo sem iem pírico A M l/d -  
PhoT para los átom os de fósforo , oxígeno e hidrógeno y AM 1 para el resto de átomos. 
La región M M  se tra tó  con el campo de fuerzas OPLS-AA146,147 para la enzima y TIP3P 
para las moléculas de agua. Las simulaciones de dinámica m olecular se realizaron
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mediante el uso del programa fDYNAMO.151 Durante la sim ulación se empleó el 
colectivo canónico y el in tegrador de Langevin-Verlet y se m antuvo la tem peratura  del 
sistema constante a 25 °C. En todas las simulaciones el paso de integración escogido 
fue de 1  fs y el valor de la constante para el Um brella Sampling  ( K U m b )  fue de 2500 
kJ /m o lÁ 2.
Lys169
NH
Figura 4.46: Representación esquemática de la región Q M  empleada en el estudio de la 
hidrólisis de Paraoxon en la PTE.
Una vez preparado el sistema, se llevaron a cabo 5000 pasos de equilibración 
de las moléculas de agua em pleando el a lgoritm o de Newton-Raphson con base 
adaptada (ABNR, A dapted  Basis Newton-Raphson )237 seguidos de 100 ps de dinámica 
molecular a 25 °C m anteniendo fijo  todo  el sistema restante. Para equ ilib ra r el 
conjunto to ta l del sistema se realizó una dinámica m olecular de 200 ps a 25 °C 
m anteniendo la estructura  en el estado de reactivos. A continuación, se generó la SEP 
Q M /M M  contro lando las distancias d irectam ente implicadas en la reacción, esto es, P- 
O oh y  P -0paraoxon, y se localizó una estructura del TS. Esta estructura  sirvió como punto  
de partida para ob tene r el PMF tras una nueva dinámica m olecular de 100 ps a 25 °C 
m anteniendo constreñidas las distancias P -O oh y  P-0 Paraoxon a los valores del TS 
localizado sobre la SEP. La coordenada distinguida que se em pleó fue la com binación 
antisim étrica entre la distancia del enlace que se rom pe y la distancia del enlace que se 
form a, es decir RC = d (P -0 Poro0xon)-d(P-OoH), de m odo que valores negativos de la
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coordenada de reacción definen reactivos mientras que valores positivos definen 
productos. En cada una de las ventanas de simulación del PMF se realizó una dinámica 
molecular de 15 ps después de una relajación previa de 10 ps. A través de estas 
simulaciones, empleando la técnica de Umbrella Sampling213,214 y el W HAM ,21S se 
obtuvo la energía libre del proceso expresada como un Potencial de Fuerza Media 
(PMF) asociado a la coordenada de reacción. El número total de ventanas empleadas 
para cubrir el rango completo de la coordenada de reacción fue 164.
La enzima PTE cataliza una amplia variedad de triésteres fosfato31,200'209 y en la 
literatura se han realizado estudios experimentales de LFERs y KIEs para investigar la 
naturaleza del mecanismo de hidrólisis enzimática.31,122,260,266 Los estudios de LFERs se 
basan en estudiar la variación de la constante de velocidad en función del pKa del 
grupo saliente. De todos los triésteres fosfato susceptibles de ser hidrolizados por la 
PTE, Paraoxon es el sustrato que más rápidamente hidroliza,31 de forma que los 
estudios de LFERs y KIEs han empleado como referencia este sustrato y han 
modificado la naturaleza del sustituyente del anillo aromático. Para entender cómo 
puede verse afectada la reacción en función del grupo saliente hemos estudiado la 
hidrólisis de otro triéster fosfato, el dietil p-clorofenilfosfato, que tan solo se diferencia 
de Paraoxon en un átomo de cloro en lugar del grupo nitro en la misma posición del 
anillo aromático. Este cambio hace que el pKa del grupo saliente pase de ser 7.1 para el 
p-nitrofenolato a 9.4 para el p-clorofenolato. Con ello pretendemos estudiar el 
mecanismo de reacción de hidrólisis de un triéster con un muy buen grupo saliente 
(Paraoxon) y un mal grupo saliente (dietil p-clorofenilfosfato).
Partiendo de una estructura del estado de reactivos obtenida en el PMF de la 
hidrólisis de Paraoxon en la PTE, se sustituyó el grupo nitro por un átomo de cloro. 
Tras reequilibrar el sistema mediante una optimización previa de las moléculas de agua 
seguida de 100 ps de dinámica molecular a 25 °C se obtuvo el PMF. En este caso se 
necesitaron 143 ventanas para cubrir el rango completo de la reacción. En la Figura 
4.47 se muestran los PMFs obtenidos para la hidrólisis de ambos sustratos catalizada 
por la PTE. Aunque ambos perfiles muestran un máximo en un valor similar de la 
coordenada de reacción (-0.43 Á para Paraoxon y -0.37 Á para el dietil p- 
clorofenilfosfato), presentan perfiles totalm ente diferentes. En el primero, el PMF
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muestra un mecanismo concertado con un único estado de transición, mientras que el 
segundo presenta un mecanismo por etapas con dos estados de transición y un 
interm edio.
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Figura 4.47: PMFs obtenidos para la hidrólisis de Paraoxon (en negro) y dietil p- 
dorofenilfosfato (en rojo) catalizada por la PTE en función de la combinación antisimétrica de 
las distancias de los enlaces que se rompen y se forman.
La barrera de energía libre obtenida como diferencia entre el máximo del PMF 
y el m ínim o de reactivos es 10.1 kcal/m ol para Paraoxon, en buen acuerdo con el valor 
que se obtiene aplicando la TET42 al valor experim ental de la constante de velocidad 
(12.8 kcal/m ol).124 En el caso del dietil p-clorofenilfosfato el paso lim itante viene 
marcado por el prim er TS ya que presenta una barrera de activación mayor, de 11.8 
kcal/m ol. Este valor parece estar subestimado respecto al valor que se obtiene  
aplicando la TET42 sobre el valor experim ental de la constante de velocidad (18.1  
kcal/m ol).37 En ambos sistemas, el proceso es exergónico. Tanto la diferencia en la 
energía libre de activación como en la energía libre de reacción están de acuerdo con 
el hecho de que el ion p-n itro fenolato  es m ejor grupo saliente que el p-clorofenolato. 
En la Figura 4.48 se han representado las estructuras representativas de reactivos, 
estado de transición y productos con los valores prom edio de las distancias más 
relevantes para el caso de Paraoxon . En la Tabla 4 .13  aparecen recopiladas estas
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distancias junto  con las distancias entre los iones Zn2+ y sus e sferas de coordinación y 
los valores relativos de energía libre.
His55 His55
Iis230Asp301
His57 His201
His201
H is55\
sp301 V^1.87
is201
His57
Figura 4.48: Estructuras representativas de reactivos, TS y productos para la hidrólisis de 
Paraoxon por la PTE. Las distancias promedio vienen dadas en Á.
Tabla 4.13: Valores promedio de las distancias más relevantes junto  con sus desviaciones estándar (en 
Á) para los distintos puntos estacionarios correspondientes a la hidrólisis de Paraoxon en la PTE. 'Ig '
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simboliza grupo saliente (leaving group) y 'nb' simboliza "no enlazante" (nonbonded). Las energías 
libres relativas a reactivos (APMF) vienen dadas en kcal/mol.
R TS P
d(P-OoH) 3.40 ± 0.04 2.1610.05 1.5910.03
d(P-0,g) 1.66±0.03 1.7410.03 4.0910.04
d(Zn-Zn) 5.77±0.14 5.5510.20 7.0510.18
d(Znp-OH) 4.41±0.15 4.5310.15 3.6110.19
d(Znp-Oig) 3.80±0.17 3.6810.25 5.4810.36
d(Znp-His230) 2.06±0.07 2.0510.06 2.0310.05
d(Znp-His201) 2.06±0.06 2.0710.05 2.0410.05
d(Znp-01Lysl69) 2.26±0.09 2.2810.18 3.4510.17
d(Znp-02Lysl69) 2.25±0.08 2.2710.15 2.1110.06
d(Znp-Onb) 2.2110.09 2.1810.08 2.1710.08
d(Zna-OH) 1.9710.05 2.0710.05 4.2010.21
d(Zna-His55) 2.1110.06 2.0810.06 2.0010.06
d(Zna-His57) 2.1010.06 2.1110.06 2.0110.05
d(Zna-01Asp301) 2.1110.07 2.1110.06 2.0410.06
d(Zna-O2Asp301) 3.4010.17 3.1010.28 3.3010.29
d(Zna-01Lysl69) 5.1210.20 5.1110.27 5.0610.20
d(Zna-02Lysl69) 5.3810.25 5.0310.27 6.2610.34
d(Asp3oi-HoH) 3.9610.38 2.1110.21 1.8710.13
APMF 0.0 10.1 -12.4
Analizando las estructuras de la Figura 4.48 y la Tabla 4.13, conviene destacar 
algunos aspectos importantes. El sustrato se acomoda en el centro activo de la PTE 
coordinándose al ion Znp a través de su único oxígeno no esterificado. Al unirse el 
sustrato, el ion hidroxilo queda coordinado tan solo al ion Zna. Este resultado difiere de 
estudios anteriores que afirman que el ion hidroxilo se coordina como puente entre 
ambos iones metálicos en presencia del sustrato,36'37'136'262'268 aunque también existen 
evidencias experimentales de que al coordinarse el sustrato al ion Znp se debilita la 
interacción del propio Znp con el hidroxilo lo que se traduce en un alargamiento de la 
distancia entre ambos.32 Por su parte la lisina carbamilada, Lysl69, que supuestamente
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se coordinaría como puente entre ambos ¡oneS/35'37'135 136'262'268 en nuestras 
estructuras se coordina solo al ion Znp de forma bidentada. De esta manera, cada uno 
de los iones Zn2+ tiene índices de coordinación que varían entre 4 y 5 durante el 
transcurso de la reacción, tal y como ocurría en las dos enzimas de la superfamilia de la 
AP que hemos estudiado. En los reactivos, la coordinación del ion Zna está formada 
por el ion hidróxido, His55, His57 y Asp301 (de forma bidentada) y la del Znp por la 
His230, His201, Lysl69 (de forma bidentada) y Onb del fosfato. En el TS, la coordinación 
del ion Zna está formada por el ion hidróxido, His55, His57 y Asp301 (de forma 
bidentada) y la del Znp por la His230, His201, Lysl69 (de forma bidentada) y Onb del 
fosfato. En los productos, la coordinación del ion Zna está formada por la His55, His57 
y Asp301 (de forma bidentada) y la del Znp por la His230, His201, Lysl69 (de forma 
monodentada) y Onb del fosfato. Por otro lado, también es interesante observar cómo 
el oxígeno del grupo saliente (0|g) no se coordina al ion Znp en ningún estadio de la 
reacción. Esto se debe al hecho de que el ion p-nitrofenolato es muy buen grupo 
saliente y se estabiliza por resonancia con el anillo aromático y el grupo nitro, sin 
necesitar al ion metálico como estabilizador de carga. Asimismo, también es 
destacable la interacción por enlace de hidrógeno entre el ion hidroxilo y un oxígeno 
del Asp301, presente en la esfera de coordinación del Zna. Esta interacción se ve 
intensificada en la estructura de productos, como se aprecia al acortarse la distancia 
entre ambas moléculas. Sin embargo, el modelo de mecanismo propuesto por otros 
autores, plantea que dicho hidroxilo transferiría su protón al oxígeno del Asp301 
simultáneamente al ataque nucleofílico y que, posteriormente, el producto formado se 
coordinaría en forma de puente a ambos iones zinc a través de los dos oxígenos no 
esterificados del fosfato. De acuerdo con nuestras simulaciones, el producto formado 
es el HOPO(OCH2CH3)2 que interacciona solamente con el ion Znp. Este resultado no 
coincide con los estudios de Raushel y colaboradores37'136 e Himo y colaboradores261 
pero sí con los trabajos de Gao y colaboradores y Mo y colaboradores.135'262 El Asp301 
jugaría un papel decisivo participando en la unión del nucleófilo en el centro activo y 
su orientación para producir el ataque sobre el átomo de carbono. De hecho, su 
importancia se ve confirmada por el resultado de las mutaciones de Asp301 por Ala y
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Asn, con una reducción de la constante de velocidad de 200 y 5000 veces, 
respectivam ente.37
Con la finalidad de evaluar la posibilidad de que en los productos de la hidrólisis 
de Paraoxon  se produzca una transferencia protónica al Asp301 decidimos estudiar 
este proceso partiendo de la estructura obtenida como producto de la hidrólisis. En la 
Figura 4 .49  se muestra el PMF obtenido em pleando como coordenada antisimétrica la 
combinación de distancias entre el 0 0h-H0h y 0 AsP3oi-Hoh, esto es RC = c /(00h-H0h)- 
c/(Oasp3oi-Hoh)- Se realizaron 76 ventanas, donde en cada una de ellas se llevaron a 
cabo 10 ps de equilibración y 15 ps de producción a 25 °C. En esta figura, valores 
negativos de la coordenada de reacción representan la situación en que el protón no 
se ha transferido al Asp301 y valores positivos representan la situación en que el 
Asp301 aparece protonado. La barrera de energía libre para transferir el protón en el 
sistema con Paraoxon  tiene un valor de 9.8 kcal/m ol, siendo más favorable la situación 
en la que el Asp301 está desprotonado con una energía libre de reacción de 5.5 
kcal/m ol menos que la correspondiente al Asp301 protonado.
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Figura 4.49: PMF de la transferencia protónica desde el producto de la hidrólisis del Paraoxon 
al Asp301 en el centro activo de la PTE.
El mecanismo de reacción de la hidrólisis de Paraoxon  se puede deducir 
analizando la estructura del TS encontrado en el máximo del perfil de energía libre. Así, 
las distancias P - 0 0 h y P-O paraoxon tienen un valor de 2.16 Á  y 1.74 Á , respectivam ente, lo 
que indica que se trata  de una estructura asociativa. De esta form a, podemos concluir
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que la hidrólisis de Paraoxon  tiene lugar m ediante un mecanism o concertado y 
asociativo (ANDN), en acuerdo con estudios experimentales cinéticos33 y teóricos.133135 
Para constatar la naturaleza asociativa de la reacción representamos la evolución de 
los valores promedio de las distancias P -0 0h y P-Oparaoxon obtenidas a lo largo del PMF 
(Figura 4 .50). Así, conforme avanza la reacción y el hidroxilo se aproxima al átom o de 
fósforo, el grupo saliente perm anece fuertem ente  unido al fosfato formándose una 
especie pentacoordinada. Pasado el TS, la distancia entre el nucleófilo y el átom o de 
fósforo disminuye a la vez que el grupo saliente se aleja lo que lleva finalm ente a la 
formación de los productos.
3.5
X
O
9
a
T3
3.51.5 2 2.5 3 4
d(P-0,g)
Figura 4.50: Evolución de los valores promedio de las distancias P -O o h  Y P-Olg a  lo largo de los 
PMFs obtenidos para la hidrólisis enzimática de Paraoxon (negro) y dietil p-clorofenilfosfato 
(rojo) en la PTE. Las distancias vienen dadas en Á.
Como ya hemos com entado, para com probar la influencia del grupo saliente 
repetimos el estudio con el dietil p-clorofenilfosfato. En la Figura 4.51 se han 
representado las estructuras de reactivos, TS1, interm edio, TS2 y productos del PMF 
obtenido para la hidrólisis de dietil p-clorofenilfosfato en la PTE. En la Tabla 4.14 se 
m uestran los valores prom edio de las distancias más significativas incluyendo aquellas 
entre los iones Zn2+ y los residuos de sus esferas de coordinación, así como los valores 
de energía libre relativos a reactivos.
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TS1
His55Lys169
Lys169His57
H¡s201 His57
His201
His23Asp30 His23
Lys169
His55
His201
His2301JS
1.81
Asp301
His230
Figura 4.51: Estructuras representativas de reactivos, TS1, intermedio, TS2 y productos para la 
hidrólisis de dietil p-clorofenilfosfato en la PTE. Las distancias promedio vienen dadas en Á.
Asp301
His201
His230
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Tabla 4.14: Valores promedio de las distancias más relevantes (en Á) encontradas para los distintos 
puntos estacionarios correspondientes a la hidrólisis de dietil p-clorofenilfosfato en la PTE. Las 
energías libres relativas a reactivos (APMF) vienen dadas en kcal/mol. ’lg" simboliza grupo saliente 
[leaving group) y 'nb' simboliza 'no enlazante' (nonbonded).
R T51 / TS2 P
d(P-OoH) 3.42±0.04 2.0910.05 1.7710.04 1.6810.03 1.5410.02
d(P-Olg) 1.6410.03 1.7010.03 1.7910.03 2.1110.05 3.9510.04
d/Zn-Zn) 5.7010.21 5.5510.14 4.5110.18 4.6210.14 5.8610.17
d(Znp-OH) 4.2710.20 4.4710.17 3.6110.27 3.7810.15 4.6210.10
d(Znp-Oig) 4.4410.21 3.8810.17 4.0810.29 3.9710.16 2.0210.05
d(Znp-His230) 2.0410.06 2.1110.11 2.1210.17 2.0710.07 2.0210.05
d(Znp-His201) 2.0610.06 2.0710.06 2.1010.07 2.0610.06 3.4010.04
d(Znp-01Lysl69) 3.0210.38 2.3610.21 2.1210.07 2.1010.05 4.5210.24
d(Znp-02Lysl69) 2.1010.07 2.2310.01 3.6410.13 3.5910.13 5.8610.28
d(Znp-Onb) 2.1610.08 2.1510.07 2.0610.06 2.0710.06 2.1110.07
d(Zna-OH) 1.9710.04 2.0510.06 2.2010.09 2.2810.08 2.1210.06
d(Zna-His55) 2.1110.06 2.0710.06 2.1010.06 2.0910.06 2.0710.05
d(Zna-His57) 2.1010.06 2.0710.05 2.1010.06 2.0910.06 2.0610.06
d(Zna-01Asp301) 2.0910.06 2.0910.06 2.1810.08 2.1610.08 3.8910.28
d(Zna-02Asp301) 3.1810.21 3.2210.17 3.4710.15 3.4810.13 4.1910.20
d(Zna-01Lysl69) 5.3710.32 5.7210.37 3.8210.17 3.8310.15 3.7310.15
d(Zna-02Lysl69) 5.1110.29 4.9310.34 2.3410.15 2.2710.09 2.0510.05
d(Asp3oi-HoH) 3.86 10.67 2 .0 0 1 0 .1 3 1 .9 5 1 0 .1 8 1 .8 1 1 0 .1 2 1 .0 1 1 0 .0 3
APMF 0.0 11.8 8.8 10.2 -10.6
A la vista de las estructuras y los valores presentados en las Tablas 4.13 y 4.14, 
se observan cambios en el proceso global de la reacción respecto a la hidrólisis de 
Paraoxon. En lo que a los reactivos se refiere no existen diferencias apreciables. Así el 
sustrato se acomoda en el centro activo del mismo modo que lo hacía Paraoxon. Sin 
embargo, la diferente naturaleza del grupo saliente condiciona y modifica los 
consiguientes pasos de la reacción. Esto se debe a que en el grupo saliente p- 
clorofenolato la carga negativa del oxígeno no se puede deslocalizar tan
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eficientemente en el anillo aromático tal y como ocurría en el p-nitrofenolato de 
Paraoxon. Por ejemplo, en el TS, en el caso del p-nitrofenolato la carga del oxígeno Oig 
es -0.83 u.a mientras que en el p-clorofenolato vale -0.95 u.a. La naturaleza del grupo 
saliente favorece que en este caso se forme un intermedio pentacoordinado, donde la 
distancia P-0|g tiene un valor de 1.79 Á y la distancia P - 0 0 h es de 1.77 Á. Este 
intermedio evoluciona a través de un estado de transición (TS2) en el que la distancia 
P-0|g se alarga hasta 2.11 Á. Otra diferencia fundamental respecto a la hidrólisis de 
Paraoxon es el estado de protonación de los productos. Por un lado, el grupo saliente 
p-clorofenolato se coordina al ion Znp (2.02 Á), cosa que no sucedía en la estructura de 
productos de la hidrólisis de Paraoxon. Ahora, el oxígeno del grupo saliente al no 
poder deslocalizar la carga en el anillo necesita coordinarse al ion metálico para 
estabilizarse. Por otro lado, el hidroxilo ha cedido su protón al Asp301 que ahora 
aparece protonado. Esto provoca que el producto ion dietil fosfato se coordine a 
ambos iones zinc en forma de puente a través de dos oxígenos no esterificados, como 
proponía Raushel y colaboradores para la hidrólisis de Paraoxon.37 Esta conformación, 
a su vez provoca que los iones Zn2+ se encuentren entre ellos a 5.86 Á frente a los 7.05 
Á a los que se encontraban en el caso del Paraoxon. Del mismo modo que en el caso 
de Paraoxon, los índices de coordinación de los iones Zn2+ varían entre 4 y 5 durante el 
transcurso de la reacción. Así, el ion Zna se coordina al ion hidroxilo, His55, His57 y al 
Asp301 (de forma bidentada) en reactivos y el TS1. En el intermedio y TS2 el Asp301 
pasa a estar coordinado de forma monodentada y la Lysl69 entra a form ar parte de la 
esfera de coordinación. En productos se descoordina del Asp301 completamente. El 
ion Znp, por su parte, se coordina a la His230, His201, Lysl69 (bidentada) y Onb en 
reactivos y TS1. En el intermedio y TS2 se coordina a los mismos residuos pero de 
forma monodentada a la Lysl69. Y en productos, se descoordina de la Lysl69 y se 
coordina al Oig. Una diferencia importante en este aspecto respecto a la hidrólisis de 
Paraoxon es la posición de la lisina carbamilada, Lysl69, que mientras que para el 
Paraoxon se coordinaba básicamente al ion Znp, en este caso pasa de estar coordinada 
a dicho ion durante los reactivos y el TS1 a actuar como puente entre ambos iones en 
la estructura del intermedio y TS2, para finalmente, en los productos coordinarse tan 
solo al ion Zna. La presencia del grupo saliente en la esfera de coordinación del Znp 
parece ser el origen de este desplazamiento y la razón última del cambio del estado de
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protonacion del producto. Efectivamente, el desplazamiento de la Lysl69 a la esfera 
de coordinación del Zna provoca a su vez la salida del AspSOl que, de esta forma, 
puede recibir el protón desde el producto de la hidrólisis.
Pese a los cambios observados en el mecanismo de reacción, el proceso sigue 
siendo asociativo aunque por etapas (AN + DN), como se puede apreciar en la Figura 
4.50 donde se han representado la evolución de las distancias P - 0 0 h  y P-Oig (lg; leaving 
group) a lo largo del PMF de la hidrólisis de dietil p-clorofenilfosfato y del Paraoxon. Si 
bien es destacable, a la vista de esta figura, que el mecanismo de reacción de la 
hidrólisis de dietil p-clorofenilfosfato es ligeramente más asociativo ya que las 
distancias promedio exploran valores más pequeños en todo el transcurso de la 
reacción. Este comportamiento está relacionado con el hecho de que el ion p- 
clorofenolato es peor grupo saliente y se refleja a nivel energético en la mayor 
estabilidad de los productos de la hidrólisis de Paraoxon, donde el p-nitrofenolato está 
perfectamente estabilizado por resonancia.
En definitiva, la naturaleza del grupo saliente condiciona el mecanismo de 
reacción, y con ello, la estrutura de productos. Si se trata de un buen grupo saliente, 
como en el caso de Paraoxon, éste no necesita coordinarse al Znp. Para mantener el 
índice de coordinación, el ion Znp se coordina entonces a la lisina carbamilada (Lysl69). 
Del mismo modo, el ion Zna necesita coordinarse de forma bidentada al Asp301 para 
mantener su índice de coordinación, lo cual desfavorece la transferencia protónica al 
estabilizarse este aspartato en su forma desprotonada (ver Figura 4.52a). Sin embargo, 
si se tiene un peor grupo saliente, como en el caso del p-clorofenolato, éste necesitará 
coordinarse al ion Znp para estabilizarse. Rodeado ahora de cuatro ligandos, el ion Znp 
pierde su interacción con la Lysl69. Ésta, por su parte, aunque durante ciertos estadios 
de la reacción se coordina a ambos iones Zn2+, se coordina finalmente al ion Zna cuyo 
índice de coordinación vuelve a ser cuatro cuando el Asp301 se aproxima al protón del 
producto favoreciéndose la transferencia protónica (Figura 4.52b).
195
Hidrólisis de Triéster Fosfato
(a) HÍS3 7  y * 5* 5 5
L y s ,6 9
J f
R
L y s i69
Figura 4.52: Modelo de centro activo de la estructura de productos con un buen grupo 
saliente (0|g-R) (a) y mal grupo saliente (0|(-R') (b).
En conclusión, a la vista de los resultados se puede afirmar que la hidrólisis de 
triésteres fosfato tiene lugar a través de un mecanismo asociativo tanto en disolución 
acuosa como en el seno de la PTE. Sin embargo, algunas características del mecanismo 
enzimático dependen de la naturaleza del grupo saliente pudiendo ser concertado 
(Paraoxon) o por etapas (dietil p-clorofenilfosfato). En función de este último aspecto, 
se favorece la transferencia protónica desde el dietil hidrogenofosfato al Asp301.
Es interesante comentar que ciertos aspectos esenciales en la catálisis de 
monoésteres y diésteres fosfato en la superfamilia de la AP lo son también en la PTE. 
De hecho, ya se había comentado anteriormente la función similar que desempeñan 
los iones Zn2+ en ambos sistemas, por una parte, estabilizando al nudeófilo y, por otra, 
estabilizando el oxígeno no esterificado del fosfato y el grupo saliente. Además, de la 
misma forma que ocurría en la superfamilia AP, la promiscuidad de sustrato de estos 
sistemas se basa en la posibilidad de estabilización del grupo saliente por el ion Zn(l) 
en la superfamilia AP y Znp en la PTE. En conclusión, se puede señalar que los iones 
Zn2+ son la piedra angular de estos sistemas. De acuerdo con estos pilares comunes, 
sería interesante plantearse la posibilidad de que la PTE catalizase la hidrólisis de 
monoésteres y diésteres fosfato. Sin embargo, en la superfamilia AP la especificidad se
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basa en las interacciones que se establecen en el seno del centro activo con los 
oxígenos del fosfato. Por ello, para que un monoéster o diéster fosfato se acomodase 
en el centro activo de la PTE necesitaría la estabilización de la carga negativa a través 
de interacciones con dichos oxígenos. El hecho de que en la PTE no exista la posible 
interacción entre el grupo amida del nucleófilo o alguna molécula de agua o algún 
aminoácido cargado positivamente deja patente que posiblemente la PTE no sería 
capaz de catalizar eficientemente a estos sustratos, a pesar de poseer el mismo tipo de 
centro bimetálico.
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5. CONCLUSIONES
En esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el estudio teórico de las reacciones de hidrólisis de ásteres fosfato catalizadas por dos miembros evolutivamente relacionados de la superfamilia de la 
Fosfatasa Alcalina (AP y NPP) y la Fosfotriesterasa (PTE) mediante la aplicación de 
métodos híbridos Q M /M M . A modo de resumen podemos destacar las siguientes 
conclusiones:
•  El acuerdo entre nuestros resultados y los datos experimentales 
permiten afirmar que el método semiempírico A M l/d -P hoT  es 
adecuado para estudiar reacciones de hidrólisis de ésteres fosfato, si 
bien tiende a subestimar la energía libre de la reacción.
•  El tamaño del subsistema cuántico condiciona la transferencia de carga 
entre el sistema químico y los alrededores para los sistemas estudiados. 
En particular, para reproducir correctamente las reacciones que tienen 
lugar en centros activos que poseen dos iones zinc (como es el caso de
la superfamilia AP y la PTE) es necesario incluir dichos iones y sus 
esferas de coordinación en el subsistema cuántico, así como todo aquel 
residuo altamente cargado cercano al sistema reactivo.
La hidrólisis del monoéster fosfato mNBP2' catalizada por la AP tiene 
lugar mediante un mecanismo disociativo por etapas (DN+AN). Las 
interacciones esenciales que se producen en el seno del centro activo 
son las que se establecen entre los oxígenos del fosfato y la Lys328, una 
molécula de agua de la esfera de coordinación del ion Mg2+, el grupo 
amida de la S erl02 y la Argl66.
La hidrólisis básica del diéster fosfato MpNPP~ en disolución acuosa 
tiene lugar mediante un mecanismo asociativo (ANDN) mientras que la 
enzima diesterasa NPP cataliza la reacción a través de un mecanismo 
disociativo (DNAN). La diferente naturaleza de las interacciones 
electrostáticas que se producen en cada entorno son las que explican 
este cambio de mecanismo. En disolución acuosa la repulsión entre las 
especies reactivas cargadas negativamente se ve reducida, 
favoreciéndose el acercamiento entre éstas. En la NPP, las 
características electrostáticas de su centro activo estabilizan la 
distribución de carga de estructuras disociativas.
Se ha estudiado la hidrólisis del diéster MpNPP~ en el seno de la AP 
puesto que esta enzima presenta cierta actividad promiscua hacia 
diésteres fosfato. Así, se ha demostrado que la AP es capaz de catalizar 
esta reacción a través de las mismas interacciones que se ponen en 
juego cuando se hidroliza un monoéster fosfato. Sin embargo, la 
contribución de la energía de interacción entre la Lys328 y el sistema 
reactivo a la barrera energética de la hidrólisis del diéster es positiva, 
indicativo de que este residuo está desfavoreciendo la reacción con 
estos sustratos.
Con el objetivo de mejorar la actividad diesterasa de la AP, hemos 
estudiado tres mutantes, una analizada ya experimentalmente (E322Y 
AP) y otras dos propuestas por nosotros (K328Y y E322Y/K328Y). Con 
todas las mutantes se ha conseguido disminuir la barrera de energía
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libre de activación respecto a la w t AP, especialmente con la doble 
mutante. En todas las mutantes se ha observado que la característica 
más importante que las hace más eficaces en la hidrólisis de diésteres 
fosfato es la capacidad de acomodar mejor al grupo R' del diéster. Esto 
se produce gracias al desplazamiento del residuo 328 provocando así 
una disminución en la contribución de la energía de interacción entre 
dicho residuo y el sistema reactivo a la energía de activación.
•  Tanto en la w t AP como en sus mutantes, la hidrólisis del diéster 
MpNPP' tiene lugar a través de un mecanismo disociativo (DNAN). Por 
tanto, se puede concluir qué los dos miembros evolutivamente más 
cercanos de la superfamilia de la AP catalizan la hidrólisis de ésteres 
fosfato a través de un mecanismo disociativo. Nuestra hipótesis es que a 
partir de un ancestro común se produjo una divergencia evolutiva hacia 
enzimas que poseían una alta especificidad hacia diésteres o 
monoésteres fosfato pero manteniendo la naturaleza del mecanismo de 
reacción.
•  Se ha estudiado la hidrólisis de triésteres fosfato en disolución acuosa y 
en el seno de la fosfotriesterasa PTE. Se puede concluir que tanto en 
disolución acuosa como en la PTE la hidrólisis se produce a través de un 
mecanismo asociativo. Sin embargo, en la PTE la naturaleza del grupo 
saliente condiciona el mecanismo. Así, cuando el grupo saliente posee 
un bajo pKa la reacción transcurre de forma concertada mientras que si 
su pKa es alto la reacción es por etapas, con la formación de un 
intermedio pentacoordinado. La PTE emplea el mismo pilar básico que 
la superfamilia AP, los dos iones Zn2+. Sin embargo, la ausencia de 
residuos capaces de interaccionar con oxígenos no sustituidos en su 
centro activo conduce probablemente a la imposibilidad de catalizar la 
hidrólisis de diésteres o monoésteres fosfato. Por tanto, esta enzima 
habría evolucionado perfeccionándose en la hidrólisis de triésteres 
fosfato y, aunque presenta una elevada promiscuidad de sustrato, no se 
espera que posea promiscuidad catalítica.
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Abstract: W e have studied the alkaline hydrolysis of 
p-nitrophenylmethylphosphate (p-NPm P) in aqueous solu- 
tion by means of polarizable continuum models and by 
hybrid quantum-mechanical/molecular-mechanical (Q M / 
MM) methods The theoretical predictions of kinetic isotope 
effects (KIEs) are in very good agreement with the 
experimental data, confirmlng a conceded asynchronous 
molecular mechanism. In addition, comparison of high level 
D FT theory with semiempirical AM 1/d Hamiltonian has 
allowed checking the reliability of the later to be used in 
modeling very large molecular models containing phos­
phorus atoms.
P hosphate csters are  fundam ental m olecules in ec llu lar 
chcm istry  1 H ydrolysis o f  ihc p hospho rus—oxygen  bond o f  
phosphate  cste rs  occu rs  in b iochcm ical p roeesses includirig 
encrgy  storage. b iosyn thesis  o r rcp licalion  o f genetic  m aterial : 
T he k inetic stability o f  the phosphom x—oxvgen bond in aqueous 
so lu tion  im poses the use o f  enzym es to  reach these Chemical 
rales com patib le  w itb lile .3 T hus, to  know  how  enzym es that 
c a la ly /e  these p roeesses (such as k inases. A TPases, and  phos­
phatases) w ork. it w ould be interesting lo understand the reaction 
in so lu tion . w hich is the refercnce  reaction  to estím ate the 
p erfo rm ance o f  these catalvsts.
* T o  whoin eorrespondence should be addressed. E-mail: 
tunnn@Puv.es (l.K ): molinerCá’uji.es (V.M.).
1 Departamento de Q uím ica Física, Universidad de Valencia.
* Departm ent o f  Chem istry. University o f Bath.
5 Departamenl de Q uím ica Física i Analítica. U niversitat 
Jauine I.
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F ig u re  1. PM F obtained for the hydrolysis of p-nitrophenyl­
methylphosphate (p -N P m P ) obtained at AM1/MM level at 25  
°C  (blue line) and at AM1d/MM level at 25  and 9 5  °C (green 
and red lines, respectively).
Phosphate esters alkaline hydrolysis m ay proceed, in principie, 
w ith  d iffe ren t reaction  m echan ism s:' ( i) a SNI d issocia live 
m echan ism  in w hich departu re o f  the leaving group  originales 
a m etaphosphate im erm ediatc . fo llow ed by nucleophilie  atlack 
( IX  -F A v ), (ii) an associative m echanism  in w hich nucleophilie 
altack p receeds the leaving g roup  departure, orig inating  a 
pen tacoo rd ina te  in term edia te (A * +  D N), o r (iii) th rough a 
concerted  palh in w hich  bond b reak ing  and  bond  form ing lake 
place  in a sing le Chemical step (A NDN) Experim ental studies 
based  on kinetic iso tope effec ts (K IE s) on  phosphate d iesters 
hydro lysis  in alkaline so lu tion  suggest that this process lakes 
place th rough  a A Q X  m echan ism .4'5 T heoretical s tudies dem - 
onstra ted  that tlie m echan ism  becom es m ore d issocia tive as the 
pK ,  valué o í  the leaving group is reduced, bo th  for m ono and 
d ie sters .15'7
M olecu lar s im ulations. com pared  to  experim en ta l m easure- 
m ents o f  K IEs, provide tbe adequalt- Cramework lo elucídate 
the reaction m echanism s in different environm ents In this work, 
the hydrolyses o f  p -n itrophenylm ethylphosphate (p-N Pm P) (see 
S chcm c 1) in aqueous solution has been studied  by m eans o f 
the p o la ri/a b le  con tinuum  m odel ( POM  i  and by  m eans o f 
hyhrid  quantum  m echanics/m oleculai' m echanics (Q M /M M  I 
m ethods ° In  the fo rm er, the so lvent m olecules are  described  
by m eans o f  a d ie lectric  con tinuum  and p o la ri/a b le  m édium , 
characte rized  by a d ie lectric  constan t using  the G aussian  03 
packagc o f  p rogram s.10 In Q M /M M  m ethods, so lvent m olecules 
are described  explicilly  witli a box o f  55.8 Á side w ater 
m olecules treated  by IT P3P" p o len tia ls  as im plem enled  in 
D Y N A M O  lib ra ry .12
K eeping  in  m ind that P C M  m odels describe quite accuralely 
hom ogeneous environm ent effects, such as aqueous Solutions,13
10.102 l/cl800470f CCC: $40.75 ©  2009 A merican Chemical Society 
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Table 1. Distances (in Á) Defining Breaking and Forming Bonds at the TS Obtained at Two Different Temperaturas with the 
PCM Model and with the Explicit QM/MM (Valúes Are Reported As Average)"
B3LYP(PCM) AM1/MM AM1d/MM
25 C 95 C 25 C 25 "C 95 “C
0(P-O om) 2.516 2.517 2 913 ±  0 058 2 233 ±  0.057 2 403 ± 0 076
< (^P—OpNPmp) 1.851 1.853 1 663 ±  0 036 1.813 ±0.047 1 858 ±  0 068
AGe° ’ 23.2 25.1 10.3 20.5 21.6
A Ge0’ (exptl) 25.9"
*  Free energies of activation are reported in kcal mol " Experimental 
B 3L Y P  density  tunc liona l theory  (D FT ) functional. w ith in  the 
6 - 3 1 + G *  basis set, w as used  for the PCM  o p tim i/a tio n s  and 
frequeney calcu la tions, w hile  elcc tron ic  encrgy  w as further 
re tined  hy m eans o f  sing le po in t ca lcu la tions  u sing  the 
6 - 3 1 1 + + G * *  basis set. T hese  resu lts  w ill be used  as  the 
reference fo r com parison  w ith Q M /M M  ca lcu la tions w ith  low- 
level Q M  m ethods Q M  reg ión  on  these ca lcu la tions  w ere 
described  w ith  the AM1 H am ilton ian ,14 w hich  is know n lo not 
he a su fíic iently  accurate  lo  m odel reaelions invo lv ing  phos­
phorus alom s bccause ii does  not incorpórate  d  o rb ita ls , as 
dem onstra ted  by  M arcos et a l .15 in a deep  com parison  study 
hctw een d ifferen t sem iem pirical m ethods on pcn tacord inaied  
phosphonts T S s involving reactions in gas phase. F or this reason. 
the new  A M l/d -P h o T  llam illo n ian  (herea fter s im ply  nam ed  as 
A M Id )16 w as also used  to  describe  the Q M  región. T hus. 
rcac tanis, transition  state CI'S) and  p roductlike slructu res have 
hcen Localized in  tbc PC M  approach  at 25 °C , as the re le rence  
to n tpcrjlu re , and  95 °C . the le inperau ire  al w hich the ex p e ri­
m ental KIl-ls for this reac tion  had  becn m easured .4 lí te se  
ca lcu lanons have been done at the B 3I.Y P IP C M ) level by 
chang ing  lite d ie lectric  constan t o f the so lven t fro m  78.5  to 
5 6 .1 .17 O nce  the T S  w as localr/.ed in  the con tinuum  m édium , 
this w as used  as initial s tructu re to  equ ilíb ra te  the so lven t in 
the Q M /M M  simuladores (bo th  using the AM1 and A M ld  
m ethods). T he system  w as re laxed  by  m eans o f  250  p s o f  
C angevin D ynam ics using  the N V T  ensem hle  at th e  tw o 
tem peratures. A total o f  5816 w ate r m olecules w ere presen! in 
the 55 .8  A side  cub ic  box at 298  K , w hile  a t 368  K  o n ly  5576 
w aler m olecules w ere iuc luded to  have the c o r re d  density . The 
tim e step em p loyed  in all the sim u laüons w as 1 fs.
S iarting from  these slructu res, the free energy  proftle  o f  the 
reaedon  w as then ob ta ined  in tem as o f  the po ten tia l o f  m ean 
forcé (P M F ) w ilh  the an tisym m etric  com bination  o f  d istances 
defin ing  fo rm ing  and  b reaking  bond. R O = d (P  O p N P m P .l-  
d fP -C X )ll) ,  as the d istingu ished  reaction  coo rd ínate  (negative 
valúes correspond  to reactants  an d  positivo valúes lo produets).
The differenl valúes o f Ihe reaction  coord ínate  sam pled  during  
Ihe sim ulations w ere pieced to ge ther by  m eans o f  the w eigh ted  
h istogram  analysis  m ethod (W H A M .)1K to constn ic t the ful! 
d istribudon  function  from  w hich  ihe P M F s w ere ob ta ined  The 
valué o f  the fo rcé constan t u sed  fo r the harm onic um brella  
sam pling  w as 2500 k j inol 1 A -2, F ach  w indow  consis ted  o f
valué was obtained at 42 C from ref 20.
Table 2. B3LYP(PCM) and AM1d/MM Primary ,80  KIE, 
Secondary ,80  KIE. and Secondary ,SN KIE for the 
Hydrolysis of p-NPmP in Solution at 95 "C
B3LYP
(PCM) AMld/MM expenmental
(k ' ct'k oXnPtP 
(k'cyk'oloM
(k ’c/k  "oln* p-NPmP 
( k 'o lk  <o)^ NPmP
1.0047
1.0238
0.9977
1.0029
1 0044 ±  0.0033 
1.0125 ±  0 0054 
0.9966 ±  0.0032 
1.0003 ±  0.0020
1.0059 ±  0.0005" 
1.0227 ±0.0100" 
0.9949 ±  0.0006* 
1.0016 ±  0.0002*
“ Valúes obtained from ref 4, measured at 95 C. "Valué 
obtained from ref 5 See ref 22
10 p s o f  equ ilih ra tion , fo llow ed by 15 ps o f  p roduction , using 
tw o  re fe re n te  tem pera tu res o f  25 and  95 "C. R esu lting  PM Fs 
are dcp ic ted  in F igure 1. w hile ac tiva tion  free energ ies and 
d is lances  defining b reaking  and fo rm ing  bonds at the TS are 
reported  in  T ab le 1. Il m usí be po in ted  ou t that the free  energy  
barriers  w ere com puted  as  free energy  d iffe rence  bclw cen  the 
TS  and  the fu lly  so lvatt'd  separa ted  reactants p lus a correcdon  
at s tandard  concen tration  1M ,'“ w hile averaged  bonds lengths 
w ere  ob ta ined  from  the 15 ps o f  M D  produedon  
G eom etrica l and  energetic  results ob ta ined  a i 25 °C  em ploy- 
ing tlie B 3L Y P (PC M ) and  the A M ld /M M  m ethods are in 
reasonab le  agreem ent (see 1 able 1) Both com putational levels 
desc rib e  a concertcd  bul asynctironous m echanism  fo r the 
hydrox ide attack to  the phosphate  d iester. As a reference , we 
also  com puted  the free ene rgy  change associa ted  to  the com p­
le te breaking  o f  the P - O rMmI. bond at the B3I-YP<PCM ) level. 
The resulting free energy at 25 °C  is 30 .4  kcal/raol. substanlially  
h igher than the free energy  barriers o b ta ined  for the concerted  
m echanism . W e also tried lo  exp lo re  an A N +  IX  m echan ism  
through a pentacixirdinated phosphorus species. H ow ever it w as 
not possib le  to  lócate such  a structure e ithe r as a m ín im um  or 
as  TS. W e have es titna ted  that the free  energy  cosí associa ted  
to  reach ing  th is  quadra tic  región is  about 34 kcal/m ol. also 
h igher than  the free energy  harrier ob ta ined  in o u r proposed 
concerted  m echanism . T hus the ApjIX inechan ism  seem s to  be 
m ore likely  for this reac tion  than the IX  +  AN- o r  the A N +  IX  
one. T h is finding is in agreem ent w ith  a p revious w tirk " The 
A M  I /M M  m ethod  describes a too ea rly  T S . a larger form ing 
bond  and a shorter break ing  bond. A s a consequence, and  in 
aecordance w ith the llam m o n d  postú la te , the free energy  barrier
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appears dram atically  sm aller, as observed  in F igure 1 and in 
valúes repo rted  in  T a b le  1. C om parison  w itb experim ental 
barrier ob ta ined  by  Z a la tan  e t al. a t 42  C C ,' ° seem s to  indícate  
that A M ld /M M  calcula tions render ntuch m ore  reliab le data 
than u sing  the standard AM1 sem iem pirica l m ethod. Ib is  resu lt 
is in accordance w ith inherent lim ita ti ons on the later to p ro p a ly  
describe  phosphorus atom s.
T h e  results obtained al 95 "C  com puted  a t B3LYP( PCM ) and 
A M ld /M M  levels w ere also in good agreem ent. con tim iing  the 
re liab ih ty  o f  the A M ld  sem iem p irica l H am iltouian. B o th  
m ethods describe also a s im ilar reac tion  m echan ism . although  
the transition  structures a re  sligh tly  m o re  d issocia tive than at 
25 JC .  T h e  increase o f  th e  ac tiva tion  free energy w ith the 
tcm perarurc is caused  by  a d in iinu tion  o f  the d ie lectric  effect, 
w h ich  shields the electrosta tic  repu lsión  betw een the reac th ig  
fragm enta and to  tlie nega tive sign  o f  the ac tivation  eutropy 
characte ristic  o f associa tion  p roeesses.
T o  coufirm  th e  natu re o f  the m o lecu la r m echanism  o f  the 
reac tion , the effects o f iso lopic substitu tions upon  the k inetics 
(K IE) o f  the hydrolysis o f  p -N P m P  in so lu tion  have  been 
com puted  and com pared  w ith  ava ilab le  experim ental data 
reported  in the li te ra tu re 4,5 In particu lar, pnm ary  laO  KIE for 
substitu tion  at oxygen atora o f  nucleoph ile  and leaving group, 
Ob«o/fc»o)oH and (7ti«o/t>*oV Wuip, respecri vely. secondary  lsO 
K IE  fo r substitu tion  at the tw o no n e th er phosphorus oxygen 
atom s, ( Í!‘;>/¿üo.W.Nh,í’, and  secondary' l íN KIE for substitu tion  
a t m tro g en  atom  o f  n itro  g roup  o f  leaving group. (to«Nlloydp. 
NPmF, h av e  becn com puted. C a lcu la tions  have been done w ith in  
the B 3LY P(PC M ) and A M ld /M M  m ethods at 95 °C  w ith  the 
C A M V IB /C A M ISO  prog ram s., ‘ T h e  resu lts , repo rted  iu T ab le  
2, w ere ob ta ined  w ith the rig id -ro to r/harm on ic-o scilla to r ap- 
proxirnation by com puting the H essian  o f  tlie atom s correspond- 
ing to  the fu ll so lu te  as dep ic ted  in S chem e 1. For the A M ld / 
M M  valúes, ta i  different structures o f  the transition and reactants 
states r a e  optim ized as first-o rder sadd le points and  m in im a 
on  th e  Q M /M M  potential energy  su rface  (PES). T h e se  w ere  
ob ta ined  starling from  different con íigurations o f  the respective 
M D  productions. T h ese  Q M /M M  ca lcu la tions w ere carried out 
w ith D Y N A M O  keepm g frozen  a ll a tom s far from  a  sphere o f 
22 Á centered  on the solute. C om pu ted  K IEs w ere ob ta ined  as 
an average o v a  these structures
T he analysis o f  dala  repo rted  in  T a b le  2  show s that bo th  
B 3L Y P (PC M ) and A M ld /M M  m ethods predict the sam e k ind  
o f  KIEs: norm al priinary lsO  K IEs, s ligh tly  sm aller for ihe 
labeling  at the leaving group position , and  inverse secondary  
'O  K IEs, w hich  is in accordance  witli o d i a  m e asu ra n e n ts  o f 
secondary  K IEs for S^2 reactions. B o th  m elliods also r e n d a  
sm all secondary  15N K IE  on th e  n itro  g roup  at para position  o f 
the rm g. Thus, the AM  ld /M M  m ethod  seem s to  be  a  prom lsing  
approach  to study Chemical reac tions  involv ing  phosphorus 
aiom s in com plex  envirom nents, such  as Solutions o r enzym es, 
w ith the evident advan tage o f  b e ing  m uch less com puting  
dem anding  than h igh  level D F T  m ethods.
F inally , it can  b e  observed tha t theo re tica l p red ic tions are in  
very good  ag ree m o it w ith th e  experim enta l data, thus g iv ing  
credit to  the proposed m o lecu lar m echan ism , a concerted  but 
asynchronous associa tive h yd ro ly sis  o f the pN PP in solution.
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T h e  re a c tio n  m e ch an ism  o f  p h o sp h a te  m o n o e s te r  h y d ro ly s is  in  a lk a lin e  p h o sp h a ta se  is a n a ly zed  by m e an s  o f  
h y b r id  Q M /M M  s im u la tio n s . A re c e n tly  d ev e lo p e d  se m iem p irica l H am ilto n ian , A M l/d -P h o T . w h ich  tak es  
in to  ac c o u n t th e  d  o rb ita ls  on  th e  p h o s p h o ru s  a to ra , h a s  b ee n  em p lo y e d . T h e  re a c tio n  m e ch an ism  o b ta in ed  is 
e i th e r  a sso c ia tiv e  o r d is so c ia tiv e , dep en riin g  o n  th e  s tze  o f  th e  Q M  su b sy s te m . T h e  re s u lts  a re  ra tio n a liz e d  on  
th e  b as is  o f  tire d e g re e  o f  e h a rg e  tra n sfe r  from  th e  re a c tin g  f ra g m e n ts  to  tire tw o  z in c  ions  presen! in  the 
ac tiv e  site , w h ich  h a s  b e e n  o b se rv e d  to  be  d e p e n d en ! o n  w h e th e r o r n o t m e ta l a to m s  a n d  th e ir  co o rd in a tio n  
s p h e re s  are  in c lu d ed  in  th e  Q M  reg ió n . T h e  d esc r ip tio n  o b ta in e d  u s in g  th e  la rg es t Q M  reg ió n  ag ree s  w ith  th e  
p ic tu re  o b ta in ed  from  e x p e rim en ta l data.
1. Introducirán
P hospha te  estere are  fundam ental m olecu les iu ce llu lar 
ch c m is try .1 P hosphoric  ac id  can he esterified a t three different 
positions, fo rm ina m onoeslers, d iesters, and  tricsters. Natural- 
occuiTing phosphocstcrs inc lude m ono- and d iesters, w hile 
phosphate  criesters w ere m uch  m ore recently  developed  by 
hum an  action  as potenl in se c tic id a s /-3 H ydro ly sis  o f  the 
phospho rus  o xygen  bond  o f  phosphale estere occu rs  in  bio- 
chem ical p roeesses  including  energy storage. b iosynthesis, or 
rep lica tion  o f  genetie  m aterial.4 '* M oreover, transphosphory- 
la tions a re  a  key regu lato ry  m echanism  in ce llu lar s ig n a l in g / 
The k inelic  stabihty o f  the phosphorus oxygen bond m aqueous 
so lu tion  im poses th e  use o f  enzym es to reach  Chem ical rates 
co m patib le  w ith life .10 T hus. these p roeesses are catalyzed  by 
enzym es such  as binases, A TPases, and  phosphatases. Escheri- 
ch ia  o o li a lka line  phosphatase (E cA P ) is o f  particu lar Ínteres! 
as an exam ple  o f  prom iscu ity ; this enzym e does not only 
ca talyze the alkaline  hydro lysis  o f a broad range o f phosphate 
m onoester substrates, 1 11 sulfate m onoesters,1- and phosphites14 
bui also  ca ta ly /es  phosphate diesters hydro lysis .1- l i l i s  catalyric 
p rom iscu ity  p tov ides an excellen t m odel to understand the 
m o lecu lar basis o f  p ro te in  evo lu tion .16
Phosphate cster alkalm e hydrolysis m ay proceed, in principie, 
w ith  d iffe ren t reac tion  m echan ism s,16 (i) a  SN1 dissocia tive 
m echan ism  in w hich  depariu re o f the leaving  group orig inales 
a  m etaphospbate  in lerm ediate  fo llow ed by  nucleoph ilie  attack 
(D n  +  An), (ii) an associa tive m echanism  in w hich nucleophilie 
attack  p reeeeds the leaving g roup  departu re, o rig inating  from  a 
p en tacoo rd ina te  in tem ied ia te  (A n +  Dn ), o r (iii) through a 
concerted  path m w h ich  bond  b reak ing  and bond form ing take 
p lace  in a single Chem ical step (A nDn ). O f course, a  concerted  
reac tion  m echan ism  does no t necessarily  im ply a syuehronous 
fo rau n g  and b reak ing  bond, bul a continuous change betw een 
associa tive-like or d issocia tive -like m echan ism s could be ob-
* To whom conespondcnce should be addressed E rnail: tunon 4luv.es 
(I.T.). molincr&uji.es (V.M.).
* Universitat de Valéncia.
* Universital Jaume I.
* Universitat Autónoma de Barcelona.
served  for concerted paths h aced on  a M o re -  O ’Ferrall Jenks 
tw o-dim ensional reac tion  coord ínate  d iag ram 17 (see Schem e 1).
Experim ental studies based on linear free-energy relationships 
(L F E R ) and  k inetic  iso tope  e flec ts  (K IE s) on  phosphate 
m onoester hydrolysis in solution suggest that this process takes 
place through a d issocia tive m echan ism .16 71 T hus, m aking  use 
o f  S chem e 1, it could  co rrespond  to either a  s tepw ise  (D n  +  
A n) o r  a  concerted  asyuehronous (A nD n) process. Theoretical 
studies dem onstrated  dial the m echan ism  is m ore d issocia tive 
as th e  p K l  v alué o f the leaving group is reduced. A  sim ilar 
conclusión w ith  respect to the pÁ’, dependence o f  the m echanism  
w as reached  for the hydro lysis  o f  p h osphale  diesters m solu- 
tion .1,3
E cA P  is an  extrem ely  efficient enzym e-calalyzing  phosphate 
es te r hyd ro ly sis  and p rovides ra te  enhancem ents g reater than 
1017 fo ld  for m onoesters and 10u fo ld  for d ie sters .15-1618-24 In 
fact, th e  hydro lysis  o f  so m e p h osphate  m onoesters  at p H  =  8 
becom es d iffusion-contro lled .25 EcA P is a tiom odim eric enzym e 
w ith  three m etal ions at each  ac tive site , lw o zinc ions and  a 
m agnesium  ion. X -ray  crysta llograph ic data  suggest tha t one 
o f  th e  zinc ions w ould  assist the departu re o f  th e  leaving group 
o f  the substra te  w hile  th e  o ther one  w ould  ac tívale  S e r l0 2 .M-21 
T h is residue presents a  depro tonated  hydroxvl group that w ould 
ac t as the nucleoph ile  in  the h yd ro ly sis .- ' T he  m agnesiu in  ion 
w ould  p lay  a key ro le  in  the genera tion  o f  a deprotonated 
S e r l0 2 .27 It w as tirsi suggested  tha t EcA P could d im inish  the 
free-energy  b a m e r associa ted  w ith  the hydro lysis  o f  phosphale 
m onoesters using  a m o re  associa tive  m echan ism  than  that in 
so lu tion ; this is th rough a tighrer transition  s ta te .78-29 H ow ever. 
com parison  o f  the enzym alic  e ffk ien cy  w ith  different sub ­
s tra te s11 and  ana lysis  o f  K IE s11 strongly  suggest that the 
cnzym atic  transition  structure m ust b e  at least as d issocia tive 
as that in solution.
M olecu lar sim ulations. com pared  to experim ental tneasure- 
m ents o f LEER and KIEs, p rov ide  the adequate fram ew ork to 
elucídate the reaction m echanism s in different environm ents and 
the possib le  tnechanistic  changes o f  the reaction  from  solution 
to  th e  enzym e. In particu lar, hyb rid  quantum  m echanics/ 
m olecular m echanics (Q M /M M ) m e thods1’ 33 are pow erful tools 
fo r study ing  Chemical reaedons in condensed  phases. T hese  
m e thods d escribe  quantum  m cchan ically  that reg ión  o f the
10 .1021 /ro90 l444g  CC C : $40.75  ©  2009 A m erican C hem ical Society
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systent w here relevan! ch an g cs  happen at the e lec tro n ic  level, 
w hile the rest o f  the system  is  s im ply  described  using m olecular 
m echanics. T he quality  o f  the resu lts  ob ta ined  w ith this 
m ethodology dram atically  depend, am ong o lhers, on  the num ber 
o f  contigurations o f  the system  sam pled  during  the sim ulations. 
the Q M  level o f  theory. and  the size o f  the Q M  región . O f 
course . these three variab les o f  the m ethod have to  be chosen  
in such  a w ay that com puta lional co st is  kept w ithin feasible 
lim its. U sually , this m eans tha t in o rder to  be ab le  to  explore a 
suflic iently  large num ber o f  con tigura tions. sem iem pirical 
m ethods m usí be used to  describe those atom s and /o r m olecules 
d irectly  involved in the hond-m aking /-lo rm ing  proeesses. A too 
sm all selection  for the Q M  subsystem  can  lead to  im portan! 
erro rs in  the descrip tion  o f  the system  because. by definition. 
charge  transfer is not a llo w ed  ac ro ss the Q M /M M  boundary . 
N eglecting charge transfer can  be an im portanl problem  in cases 
such as phosphate m onoester hydro lysis  by EcA P. w here a 
negatively  charged  S e r l0 2  m ust attack  a d ian ion  substrate . The 
ac tive site con ta in s several positively  charged  residues (A rg l6 6  
and L ys328) that inust ho ld  to ge ther the reac tan t fragm enls but 
that can also  facilitan; the process reducing the electronic charge 
supported by  the substrate. M oreover, zinc ions are in the iniddle 
o f  the handness/softness sca le ,34 and thus. charge transfer to  these 
ions could  m ake a non-neg lig ib le  con tribu tion  to  catalysis.
In this w ork. we afford the study o f  E cA P-calalyzed  hydrolv- 
s is  o f  a phosphate m onoester w ith  the a im  o f  estab lisb ing  a 
Q M /M M  m odel able lo  describe th e  reaction  process corrcctly . 
In particular, we selected  m -nitrobenzyTphosphate (m -N B P2 ) as 
the substrate  fo r our study because , in th is  case, the Chemical 
reaction is the rate-lim iting  s tep .11 T o  our know ledge has 
been not experim entally  determ ined  for this en/.ym atic reaction. 
and  on ly  C J K m is av a la ib le .11 T hen , theore tica l pred ictions o f 
ac tivation  free energ ies canno i be  d irectly  com pared  to  experi­
m ental data, but at least, one  can  guess that w ith the Chemical 
step  being Ihe rate-lim iting  one . this free energy should be 
roughly  la rgcr than 9  kcal m o l '1 (1 M standard  State), a valué 
derived from  the application o f  the sim pler versión o f  transition- 
state theory  to  a  typical valué o f  the d iffusion-con tro lled  rale 
constant fo r this enzym atic  p rocess (106 M 1 s ' h 25
2. M eth o d o lo g y  S ec tio n
2.1. B u ild ing  Üie S y stem . Initial X-ray coordinales o f EcA P
w ere taken from  the PD B file IA L K .: í  E cA P  is a hom odim er
w ith tw o  ac tives sites; each  one w as found contain ing  inorganic
phosphate in 1ALK. W e used  the inorganic phosphate as a 
reference to  tnanually  p lace a m -N B P 2 m oiecule in the ac tive 
site. H ydrogen a tom s on  tita trab le  residues w ere added using 
the c luster m ethod  as im plem enled  by Field and co -w orkers ,‘t16 
assum ing an  unp ro tona led  slale  fo r Ser 102 and pH =  8, w hich 
is the op tim um  valué fo r E c A P .”  W e solvated  the system  w ith 
a w ate r m oiecu le  sphere  o f  4 0  Á radius cenlered  on  the 
phosphorus atom  o f  the substrate . W ater m olecules p laced  al 
less than 2.8 Á  from  anv o th e r non-hydrogen atom  o f  the system  
w ere deleted . F irst, w ate r m o lecu les w ith in  30 Á of the cen ter 
w ere equ ilib ra ted  by m eans o f  m olecu lar dynam ics sim ulations. 
T he resulting system . w ith a total charge o f  - 9 ,  was then relaxed 
by m eans o f  a series  o f  g eom etry  optim izations com bin ing  
s teepest-descen t and  con júgate  g rad ien ts steps. W e then defined 
as flexible all those  a tom s belong ing  lo  residues o r m olecules 
found at a d is ta n te  less o r  equa l lo  22 Á o f  tlie phosphorus 
atom . T h is resu lted  in a total o f  29742 atom s. o f  w hich 21509  
w ere kept frozen and  8233 w ere free during all o f the subsequem  
sim ulations. N o add ilional constra in ts  w ere defined.
2.2. Q M  S u b sy s te m . D escrip tion  o f  the reacting  subsystem  
at a  Q M  level m ust he selected  on  the basis o f  accuracy  and  
com putalional cost. T ypically , m o lecu lar sim ulations require on 
the o rder o f  106 w ave function  evaluations, T hus. ab  in itio  o r 
density  functional theo ry '*  (D FT ) treaim en ts are excluded , 
excep t for those  ca ses  w here the quantum  región can  be lím ited 
to  a handful o f  atom s. O therw ise , sem iem pirical H am iltonians, 
w hich  reduce the com pu ta lional co st 3 - 4  orders o f  m agnitude , 
m ust he em p loyed . T h is  lim ilation  cou ld  be dram afic fo r the 
system  u n d er s tudy  because  standard  sem iem pirical quantum  
m ethods. such  as A M I," ' P M 3.40 o r  M N D O ,41 are not suf- 
ficiently accurate to  m odel som e reactions involving phosphorus 
atom s. This is essen tia lly  d u e  to  the fact tha t these m ethods do  
not incorpóra te  d  orb itals . For th is  reason, we decided  to  use a  
new sem iem pirical H anullonian , A M  1/d-PhoT (hereafler sim ply 
nam ed  as A M ld ) .43 resu lting  from  the determ ination  o f  specilic  
reac tion  param ete rs  fo r phosphory l transfers w ithin the A M I 
m ethod  ¡ncorporaling d -o rb ital ex tensión . T his H am iltonian  has 
been shown lo  provide results in very good agreem ent w ith high- 
level D FT  ca lcu la tions , as o b ta ined  by Y ork  et al. in  th is  k ind 
o f  process43 and  by us using  a reduced m odel in aqueous 
so lu tion .43
A nothcr key  d ec is ión  in bu ild ing  Q M /M M  m odels is the 
num ber o f  a tom s to  be  treated  quan tum  m echanically , that is, 
the size o f  the Q M  reg ión  A  tn in im alisl m odel w ould
236
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Figure 1. Definition of the difieren! quantum regions used in this work. 
QM1 meludes unly Ihe teaeung system (in trd). QM2 adds the zinc 
atoms (in groen). QM3 incorporales the crxirdinalion shells of these 
two atoms and also A rgl66 and Lys328 (in bluej.
incorpóra te  the substrate (m -N B P 2 ) an d  the nucieoph ile ; this is  
the unpro tonated  side chain o f  S e r l0 2 . H ow ever, because o f 
the sm all size o f the scrine side cha in , w c d ec idcd  lo  inc lude 
parts  o f  the p revious and nex t res idues  o f  the p ro te in  se t]tien te  
(A sp lO l and A la l0 3 ) in the Q M  treatm ent. T o  sa tú ra te  the 
valencc o f  the atom s in the Q M /M M  fron tier. w e used  the ltnk 
atom  procedure ,44,45 p lacing  an  ex tra  atom  betw een  the carbonyl 
carbón atom  and the Cu atom  o f  residues 101 and  103. T hus, a 
total o f  43  atom s form  o u r first Q M  reg ión , herea l'ler nam ed 
Ihe QM1 m odel (see Figure 1). Al this stage. z,int ions are trealed 
al the M M  level using Ihe O P1.S-A A  fo rcé  field.'"'*7 Several 
s trateg ies are possib le to  parairietrize th is  k ind  o f  ion . hased  on 
the electrosta lic  o r lite honded approach  fo r its rep resen ta tion .4*
As po in ted  out above, w e are try ing  to  described  a h ighly  
charged  reac tive  sy stem  (to ta l ch a rg e  o f  —3) su rrounded  by 
positively  ch a rg ed  residues o r  ions. T hus, this m in im a l Q M  1 
m odel could  lead lo unrealistic d esc rip lions  because a possib le  
cha rge  transfer betw een the Q M  and M M  subsystem  is forb id- 
den. In particu lar, zinc ions are know n  lo occupy  a central 
position  in  the P earson ’s hardness/so fm ess scale , and  therefore. 
charge transfer effects are not u n ex p e c le d 14 F urtherm orc. charge 
analvsis  in an  active site m odel o f  a /M ac lam asc  contain ing  
tw o zinc ions clcarly  show ed that these tw o  ions are ab le  to 
accept a considerable am ount o f  cha rge  density  from  their 
surroundings. u *ü T hen, we d ec ided  to  inco rpó ra le  them  in lo  
the quantum  región in our second  m ode l, Q M 2  (45 Q M  atom s) 
A inagnesiu tri ion w as also c ió se  to  the position  o f  the reae ling  
fragm enta, bul w e decided  not describe it quan tum  m echanically  
because, first, it is not d irec tly  coo rd inated  to  the nucieoph ile  
o r  the leaving  group  and, second , m agnesium  is  a hard  m etal, 
and  therefore, its e ffec t can b e  expec ted  to  be  reasonab ly  w ell 
d escribed  as a point charge. T he quan tum  level used  to  describe 
zinc ions also deserves so tne com m en ts. S pecilic  param ete rs  
have been developed to d esc rib e  zinc ions  in  b io logica l 
environm ents w ithin the PM 3 m ethod50 because som e deficien- 
cies in  the treatm ent o f  the coo rd ination  w ere  repo rted  in 
standard  A M I and PM 3 m ethods. H ow ever, in a  recen t w ork, 
G ao and co  w orkers cm ploycd  the A M I to trea t the tw o zinc 
ions found in the ac tive site  o f  a p hospho trie sterase  (P T E ), 
prov id ing  a reasonab le p ic lu re  o í  the reac tion  p ro cess .51 These 
ions  presen! a sim ilar geo tnetrical a rrangem enl to  those  found 
in the FxA P active site, and  in  fací, they p lay  a s im ilar ro le  in 
ac livaling  the nucieophile and  s tab iliz ing  the leav ing  group  
T hus, the A M  I 1 lam iltonian  is go ing  to  be used to treat these 
tw o atom s in  o u r study.
In a third m odel, we considered  the inclusión  o f  the w hole 
coord ination  sliells o f  the zinc ions in the Q M  región , the Q M 3
L ópez-C anut e t al.
model. T he ¡dea underlying th is  choice is that tlie charge transfer 
from  the negatively  charged  reac ting  system  to the zinc ions 
cou ld  be overestim ated  if w c  d id  not include the rest o f  the 
residues found in the coord ination  shells o f  the m etal centcrs. 
A sp51, 1 lis370, and A sp369 aro ttnd  Z n (ll) and I lis4 1 2, A sp327, 
and  llis3 3 1  arottnd Zn(l) (see  F igure 1). In Q M 2. all charge 
transfer accepted by the z inc  ions m ust com e from  the 
nucieoph ile  and/or the substrate , w hile  in Q M 3, this transfer is 
m odulaled  by  the charge-donating  effec t o f  aspartate  and 
h istid ine residues. M oreover, tw o olhcr charged  residues found 
in the ac tive site inieracting w ith  the oxygen  atom s o f  the 
reacting fragm ents w ere inc luded in the Q M  su b sy stem  A rg l6 6  
and l.ys.328. A ddilion o f these residues results in a com plete 
neulralization o f the charge o f  the Q M  región. For these residues. 
a link atom  w as added betw een the Cu and C f  atom s o f  each 
residuo. T he total num ber o f O M  atom s in this m odel resulled  
then lo be 138.
As a test o f o u r A M ld —A M I descrip tion  o f  the Q M  
subsystem , we construcled a gas-phase m odel o f  the ac tive site 
w ith tw o zinc ions. O ne o f them  w as coordinated  to  tw o acétate 
m olecu les an d  one im idazol ring , w hile  the other w as co o rd i­
nated  to  tw o im idazol rings and  one acétate A sm all negatively 
charged  substrate , a hydroxidc anión , w as p laced  in betw een 
the tw o m ctallic  centers. T he resu lting  
|7 .n (linX A c);O IIZn(Im )2(A c)] com plex  (Im  stands fo r the 
im idazo le m oiecu le and Ac fo r acclate) w as then oplim izcd  
using the A M ld —A M I and the M 05 -2 X /6 -3 1 + G * * 52 levels 
T he M 05-2X  functional w as chosen  because it seem s to be 
especially  oseful in describing zinc coordination  chcm istry .5J-54 
The structure o f  the com plex and  som e key interatom ic distances 
involving zinc ioas are provided ¡ls Supporting Inform ation The 
geotnetrical descrip tion  resulting  from  the sem iem pirical treat 
m enl is  very sim ilar to that o b ta ined  using density  functional 
theory. Thus. the zinc - z in c  distances obtai ned at the AM  1 d —AM  1 
and lite M 05-2X  levels aro 3 .79 an d  3.80 Á, rcspectively. Both 
theoretical levels provide a sim ilar structure, g iv ing  us confi- 
dence in  the Q M  descrip tion  used  in  ou r sim ulations.
2.3. Simulations and Potentials of Mean Forcé. The M M  
reg ión  w as described  using the O PL S  A A 40-41 and  T IP 3P 55 
potentia ls. A cu to ff sw itch from  14 to 16 A w as etrtployed for 
all M M  interactions, w hile the QM  región w as allow ed to 
interact w ith  every  flexible M M  atom . T he system  w as initia lly  
relaxed  using the Q M  1 m odel by  m eans o f  250 p s o f  Langevin  
dynam ics using the N V T ensem ble at a reference tem perarm e 
o f  300 K T he tim e step em ployed in all o f  the sim ulations w as 
o f  1 fs.
To  analyzc the cncrgetics o f  the Chem ical reac tion , we 
ob ta ined  tlie co rresponding po tentia ls o f  m ean fo rcé  (P M F s)5* 
by  tncans o f  a series o f  hybrid Q M /M M  m olecular dynam ics 
(M I)) s im ulations. in  w hich a d istingu ished  reac tion  coordínate 
w as constraincd about particular valúes. In a first approxim alion. 
the antisym m etric  com bination o f  the b roken and fo n n ed  bond 
d istances
0«XBp) ~  í/(P  - O Sc,t0;)
w as used  for the hydrolysis reac tion , and  in such a w ay. those 
negative valúes co rrespond to  reac tan ts, and posilive valúes 
co n e sp o n d  ti ' p roducís. As seen in Schem e 1, this reac tion  
coord ínale is very adequale lo describe concerted  reaction  
m echanism s. H ow ever, a stepw ise d issocia tive m echanism  
should be hetter followed using tw o coordinates. T he free-energy 
profile o f  the reaction  w ill then be ob ta ined  as a com bination  
o f  tw o d iffe ren t PM Fs, the lirsl one  traced using  as lite 
d istingu ished  reac tion  coordínate  the d istance o f  the bond  to
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Figure 2. PMFs corresponding to the hydrolysts reaction ol m-NBP' 
in AP. TV  same color code as that Figure I has been used.
be b roken (R , =  d (P —Q „nbp)) and the second  one using  the 
d islance o f  th e  bond to be fo rm a l {R¡ =  d (P —O sc tkc))- 
The d ifferent valúes o f the reaction coordínate sam pled during 
the s im ula tions w ere pieced  logether by m eans o f  the w eigbted 
h is tog ram  analysis  methix] (W U A M )37 to construc t the full 
d is tribution  function  from  w hich  every  P M I; w as obta ined . The 
valúes o f  the to ree  constan ls  used for the harm onio um brella 
sam pling  w ere detertn ined  to  allow  a fu ll o verlapp ing  o f  the 
d iffereot W indows iraced in the P M F s eva luation  but w itbout 
losing con tro l over the se lec ted  coordínate . F ach  w indow  
consis tcd  o f  10 p s o f  cqu ilib ra lion  fo llow ed  by 15 p s ol 
production  using a reference  tem peratu re o f  300 K. The total 
num ber o f  W indows em ployed  to  cover the w hole range o f  the 
reaction  co o rd ínate  ranged betw een 50 and 100. depend ing  on 
the selected  m odel.
3. R esu lts  a  lid  D iscussion
3.1. M o r le l - lk p e n d e n t R ea c tio n  M ech an ism s . Ih e  PM F
correspc>nding to  the Q M 1 m odel using the R C ^ t  coordínate  
is show n in F igure 2. T h is  profile describes  a one-step . 
barrierless, and  very exo lhenn ic  tran sfonnation  o f  reac tan ts  to 
producís. T he p roducís appears to  be ahoul 21 kcal m ol 1 below 
the reac tan ts. F igure 3 d isp lays  the evo lu tion  o f  the averaged  
P au lin g 's  bond o rder7* o f  selected  structures ob ta ined  in Ihe 
s im ulation  W indows used to  trace the free-energy  profile. 
A ccording  lo  this M ore—O 'F c rra lJ—Jenks d iag ram  and lo  the 
PM F, it is p ossib le  to classify  the reaction  m echanism  corre- 
spond ing  lo  this m odel as a concerted  associa tive one.
W hen zinc ions are  inc luded  in to  the Q M  subsystem  (Q M 2 
m odel), the co rrespond ing  PM F  (see F igure 2) d isp lays im por- 
tanl d ifferences with respect to Ihe previous one. F irst, tire profile 
presents now  a barrier o f  2 kcal mol ',  being th e  m áxim um  o f  
the free-energy  profile p laced  al aboul R C osoc =  —0.14  Á. The 
reaction is subslantially  less exotherm ic Ihau before. the reaction 
free encrgy being approxim ately —14 kcal m ol-1. Reprcsenlalion
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Figure 3. Represenlalion o f the evolution o f the P and
P—Ownbp Pauling’s bond orders along the energy profile obtained in 
the simulations carried out with the different QM regions. The sairu- 
color code as that in Figure 1 has been used.
TA B1.E 1: R elevan! D istances lin  Á) a n d  K clative F ree 
E nerg ies (A P M F  in kcal m ol ')  F o u n d  for the S ta tio n arv  
S ta tes  C o rresp o n d in g  to  th e  Profilcs T raced  with the 
D ifferen t Q M  ModeLs
model State <HP—f>S«102) d(P—lthiMud Zn—Zn APMF
QM1 P 1.72 2.79 3.4? ±  0.10
QM2 R 2.72 1.74 3.83 ±  0.09 0.0
TS 2.13 1.99 3.89 ±  0.09 2.6
P 1.71 3.07 3.91 ±  0.09 -14 .1
QM3 R 4.70 1.71 6.50 ± 0 .1 7 0.0
TS1 3.39 2.31 6.30 ± 0 .1 4 10.2
1 3.00 2.94 6.07 ± 0 .1 8 5.2
•rs2 2.15 3.17 5.21 ± 0 .1 9 9.4
p 1.78 3.69 5.01 ± 0 .1 8 6.4
o f  the P au lin g 's  bond o rders for the structu res ob ta ined  during  
the sim ulations ca rried  ou t w ith th is  m odel (F igure 3) show s 
tha t the reaction  is concerted  and associa tive, as in m odel Q M  1. 
H ow ever. the path fo llow ed by the Q M 2 m odel is sligh tly  
d isp laced  tow ard  m ore d issocia tive  structu res than  th a t in  the 
case  o f  the Q M 1 m odel The transition  State has P —0 „ NnP and 
P <Ferio? bond o rders o f  0 .6  approxim ately . T he averaged  
dislances o f  the leav ing  and nucleoph ilie  g roups lo  the phos 
pho rus atom  together w ith the Z n —Z n distances for the reactanl, 
transition . and p roduct States are p rov ided  in T ab le 1. F igu re  4  
show s one snapshot co rrespond ing  to  the tran sition  state 
ob ta ined  w ith the Q M 2 m odel. K ey averaged  d is tances  are 
p rov ided  in this figure, show ing tbe stab iliz ing  ro le  p laycd  by 
A rg l6 6  and I.ys328. w hich form  hydrogen  bond in teractions 
w ilh ihe phosphale and w ilh the leaving  group  o f  Ihe substrato, 
respectively
U sing  the largesl Q M  región  (m odel Q M 3), the descrip tion  
o f  the reac tion  m echan ism  changos dram atically . O u r sim ula- 
lions show ed  the ex islence  o f  a m elaphosphate (1H>, ) reac tion  
in term ed ía te  co rrespond ing  lo a d isso c ia tiv e  pathw ay . F or that 
rcason, we decided  to  trace tw o independen! PM Fs correspond 
ing lo the bond-break ing  and bond-fo rm ing  d islances (/?, and 
R2). T’tien, slarting  from  an equilibra led  in terinediate  configu- 
ra tion , w e app lied  a harm onic conslra in t to  eitlter the P —()„ NBp 
o r  the P —Oscrio2 d istances to control ihe evolu tion  o f  tbe system s 
up  to  reactants  or producís, respectively. T o  represenl tlte w latle 
free-energy  profile  o f  the reaction  and  to com pare the results 
w ilh those ob ta ined  w ilh the p rev ious reac tion  coo rd ína te , we 
used  a sim ilar quau tita tive  scale defined  as
782(1 J. Phys Chem. H, Vol. 113. No. 22. 20W
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fig u re  4. Snapshots corresponding to the transition stares of model QM2 (top) and QM3 (hottom). Averaged distances are givcn in A.
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w here (rf(P-Ox)}int is the averaged  d is ta n te  in the interm ediare 
State (approx im ate ly  3 .0  A fo r bo th  d istances) T he PM Fs 
ob ta ined  wiih ihe Q M 3 m odel are also show n in F igure 2. 
p lo lled  versus the KC'd„  coordínate . T h is free-energy profile 
describes now a com plctcly  differenl m echan ism  w ith  a very 
different free-energy barrier. W e find now  a tw o-step m echanism  
w here the bond  d islancc correspond ing  to  the leaving group is 
first increased and passes through the lirst transition State (TS1). 
and  them the bond distance o f  tbe nucleophilie group is reduced, 
w ith  the second transition stalc T S 2 appearing  T ha t is, first, a 
p hosphorus—oxygen  bond  is  broken. g iv ing  w ay to  a P 0 3 
g roup, and then, the nucleophilie anack proceeds witli form ation 
o f  the enzym e—p hosphale  product. T hus, according  to these 
sim ulations. w hen the m  n itrobenzylm ethoxidc group leaves. the 
s ide chain o f  S crl()2  is co rrec lly  o rien tated  for the nucleophilie 
attack . T h is is clcarly  reflccted in Ihe substan tially  sm aller 
P - fA=io2 and  Z n —Z n d istances observed  in the interm ediare 
State o f the reaction . D uring the second part o f  the reaction , the 
leav ing  group  rcm ains in  the ac tive sitó, bu l the d islance to the 
phosphorus atom s is sligh tly  increased  (from  3.2 to  3.7 Á, 
approxim ately).
D ifferences w ilh respect to lite resu lts  ob ta ined  w ith the 
p revious m odels becom e ev iden l w hen the b o n d  o rders are 
rep resen led  in the M ore—O 'F c rra ll—Jenks d iag ram  (F igure 3). 
In this representation , the reaction  m echan ism  can  be  easily  
reco g n i/ed  as stepw isc and d issocia tive , tbe bond orders o f  the 
b roken and form ed bonds being about 0 .2  in the interm ediare 
state. Relevan! d islances o f the stationary  States found along
the reac tion  free-energy profile  are  p rovided in T ab le  1, and 
snapsho ts co rrespond ing  to  the tw o transition  stares (TS1 and 
T S 2) are  show n in F igure 4. It is in tóresting  to  no te that in the 
reac tan ts  State, the nucleophilie  ox y g en —phospho rus  d istance  
is very  large T his large d istance  is accom plished  by m eans o f  
a n  interna! rotation o f  ihe Ser 102 side cha in , w hich  is ac- 
com pan ied  by a d isp lacem enl o f  the Z n tlI)  ion, fo llow jng  ihe 
d isp lacem cnt o f  the depro tonated  hydruxyl group. T h is m etal 
cen ter is coordinated to A sp51. A sp369. and U is370. I hese three 
res id u es  are found in lo o p s  o í  the p ro te in  no t p resen ting  a 
defined secondary structure. These loops can  be d isp laced  easily , 
w hich  explains tire flexibility o f the Z n (ll) m etal cen ter lnslead. 
the position  o f  Z n(I) is m ore rig id  in our sim ulations. T w o  o f  
the res id u es  o f  its coo rd ination  shell (A sp327 and H is 3 3 1) 
bclong  to one  o f  the a -h e lic c s  o f  the p ro te in , and  the ir 
d jsp lacem ents are conscquen tly  reduced . M utation  o f  the third 
res idue  o f  the coord ination  shell (11412Q) resu lts  in  on ly  a very 
slight d isp lacem cnt o f the position  o f  the zinc ¡on.w
T hus, according  to  ou r sim ulations, a d ram atic  change is 
observed  in the descrip tion  o f the hydro lysis  reac tion  w lien 
chang ing  the com putational m odel. U sing Q M 1 and Q M 2 
m odels. the reaction  is  described  as a concerted  associa tive 
p rocess, w hile w ith Q M 3 m odel, the reaction  is be tler classified 
as stepw ise and d issocia tive . Ib is  lasl descrip tion  seem s to  be 
in hetter agreem ent with experim ental in terpretation o f  I.FF.Rs"' 
and  K IE s ,"  w hich  poin t ou t that the transition  s ia le(s) in Ihe 
enzym e must be ai least as d issociative as that found in solution. 
M oreover. the free-energy  barrier ob ta ined  w ith in  th is  m odel. 
~ 1 0  kcal mol ',  is a lso  in agreem ent w ilh the fact that the 
Chem ical reac tion  is the rate-lim iting  step fo r th is  substrate . To 
con firm  the stepw ise and d issocia tive  natu re  o f  the reac tion  
m echan ism , w c perfornx*d a geom etry  op tim ization  o f  an 
in term ediare structure. show n in F igure 5, and  com puted  the
239
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Figure 7. Mulhkcn charge vvolulino o í Ule PO3 group as a lünction of the reaction coordínate Cor thc differcnt models employed. The same color 
code as thal in previous figures has been used.
g roup  b reaks its bornJ w iih  Uie phosphorus atom , form ing an  
anión (in-n ilrophenylm elboxide). C onsequen tly , the e lectrón  
transfer to  the Z n (I) center. coordinated  to  the leav ing  anión 
g roup, increases, as reflected in thc evo lu lion  o f  its  M ulliken  
charge . O lherw ise, il secm s that during  the second  part o f  the 
reaction , the nucleoph iie  oxygen a to m  o f  S e r l0 2  attacks the 
phosphorus atom , and then, part o f the elec trón  density  initially 
üansfeiTed lo  Z n (Il) is em ployed  to  form  the new  P —O  bond. 
C onsequen tly , the charge on  the Zn(U ) ion increases.
The behav io r o f  the Z n  ion chargcs in the m ore com plete  
Q M 3 m odel presenls significan! d iffcrenccs w ith  respect to thal 
in Q M 2. F irst, the total charge  011 these atom s in the reactant 
s tatc  is subslanlially  sm aller, about 1.0—1.05 au, t'or the tw o 
centers. Second, these cha rges  rem ain essen tially  nnchanged 
du ring  the reaclion . The reason  is found in the fact that now , 
m ost o f  the electrón density  received by the m etal centers com es 
from  the ir coordination  shell. In both m odels, thc Zn(I) ion 
rece ives a total o f  —0 .6  au o f  charge from  its ligands, —0.2  au 
from  A sp327. —0  2 au from  H is412, and  —0.2 au from  H is331. 
Tlie Zn(TI) cen ter receives a total o f  —0.65 au o f  charge from  
the coord ination  shell, —0 .2  au from  H is370, —0 .2  au from  
A sp 5 1, and —0.25 au from  A sp369. T h is charge tran sfer is kept 
essentially  constanl during  all o f  the reaction  p rocesa. It tnusl 
be no ticed  that w bilc thc e lectrón  density  rece ived  by  the 2inc 
ions is larger in the Q M 3 m odel than tha t in Q M 2, the charge 
transferred  from  the rcacling  syslcm  is substíuitially  sm aller. Il 
has been suggested  thal th e  zinc ligands cou ld  m odulate the 
e lec trosta tic  propertics. p rovid iug  a d ifieren! charge density  in 
the ac tive s ite .16
W e can also atialyzc th e  charge on  the reac ting  system , 
locusing  on  the m etaphosphate g roup , lorm ally  a m onoanion 
(PO3 ). T h e  evolu tion  o f  its charge as a function o f  the reaction  
coord inale  is g iven  in F igu re  7 fo r the different Q M  regions 
considered  in  this work. T h e  tnagnim de o f  the charge supported  
by  the PO3 g roup  in each  o f  thc m odels d iffe rs  significantly . 
T he largesl absolule charge is obtained in thc QM 1 m o d e l w here 
the reacting  system  is no t ab le to  transfer charge to  any o ther 
part o f  the system . T he ch a rg e  supported  by this group  is, in 
this m odel, even  sligh tly  m ore negative than the fo rm al — 1 
valué. W hen the zinc cen ters are included in  the Q M  región  
(Q M 2 m odel), w e observed  a very pronounced electrón  density  
donation  from  the P O , g roup  to  the m etáis. T his is reflected in 
the charge o f  thc zinc ions (see figure 6 ) and also  in thc charge
o f  th e  P O 3 group thal it is reduced  up lo —0 .4  au (see Figure 
7). T h is tran sfer is ohv io tisly  ex ag g era ted  as a consequence o f 
thc fact that the zinc ions can  o n ly  rece ive  electrón  density  from  
th e  reac ting  system  in this m odel. If the coord ination  shells are 
a lso  inc luded  in the Q M  reg ión , the am ount o f  electrón  density  
transferred tfom  the PC), group to  the zinc centers is significantly 
reduced . T h e  zinc a tom s can  now w ilhdraw n electrons from  
th e ir  ligands, and then , the ir e lec trón  affinity  is reduced. The 
cha rge  ou  the PC), g roup  is abou t —0.7  in Q M 3. In this m odel, 
part o f  thc electrón  density  o f  th e  reac ting  system  can  be also  
d elocalized  on  Arg 166 and I ys32K T he charge on  each o f these 
res idues  is reduced from  + 1  lo + 0 .9  au, rem aining ap- 
p ro x im ate ly  constan! du rin g  tlie reac tion  process.
3.3. K e la tin g  th e  M e c h a n is m  a n d  E le c tro n ic  P ropcrtie .s . 
W e can  now  relate these Itndings abou t lite electronic description 
o f  the system  witlt the m echanistic  changes related before. W hen 
th c  siz.e o f  the Q M  reg ión  is reduced  (QM1 m odel), both the 
reac tin g  system  and the zinc cen te rs  are h igh ly  chargcd . T his 
resu lta  in a very strong  u ltractive in terac tion  betw een them , 
resu lting  in a too tigh t com p lex  at the Q M /M M  level. As a 
co nsequence , the d is tances  are  too  short (see our d iscussion  
above abou t thc Z n " - H P U 4 com p lex ), and  then, the reaction  
m echan ism  described  at th is  level is associative. If on ly  the zinc 
ions are  added  to the Q M  reg ión , the cha rge  tran sfer from  the 
reacting  sy stem  to these m etal cen te rs  is exaggerated . T hus, the 
nega tive  charge on the P O , g roup  is  drastically  reduced, and 
then , the repu lsión  betw een  the nega tively  charged  reac tion  
fragm em s is  also reduced . The consequence  is that again  an 
associa tive  m echan ism  is o b ta ined  w ith this m odel. F inally , 
w hen  the Q M  región is cn la rg cd  (m odel Q M 3), thc negative 
charge  on  the P O j g roup  is no t as large as tha t in the Q M I 
reg ión  an d  not as sm all as that in th e  Q M 2 m odel ísee F igure 
7). A s a resu li. in th is  m odel. w e have sm aller e lectrosta tic  
a ttrac tion  betw een the reac ting  sy stem  and thc zinc ions than 
tha l in m odel Q M I and la rger repu lsión  betw een the reac lion  
fragmenLs than tliat in m odel Q M 2. T hus. both effecLs favor 
now  the separation  betw een  th e  reac tion  fragm enta, and  a 
d issoc ia tive  m echan ism  is obta ined . T his exp lanation  is obvi 
ously  an o v ers im p liüed  sebem e, w hich  is useíu l to ra lionalize  
a posterio ri the resu lts  o b ta in ed  in o u r  sim ulations and its 
dependence  on the size  o f  the Q M  región. A ccording  to  this 
schem e, the charge on  the reac tion  frag inen ts and  their interne-
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tion w ith  the m etal centers greatly  de te rm in e  the natu re  o f  the 
reaction  m echanism .
O ur results ind ícate  a  largo d ependence  o f  the reac tion  
m echanism  on  the charge o f  the reac lion  fragm ents. U p to this 
point, w e  h av e  considerad  the variation  o f this charge  w ith the 
s u *  o f  the QM  región. H ow ever, w e  could  also lake tnlo account 
the change o f  the charge, and  that o f  the reac tion  m echan ism , 
w ith the pro tona tion  States o f  the substra te  and th e  nuc leoph ile  
It has been suggested  that the d ep ro tonated  S er 102 is genera ted  
by m eans o f  a  pro tón  transl'er from  the hydroxy l group  o f  this 
residue to a  hydroxtde arnon coordtnated to the rnagnesium  ion .21 
A w ater m olecule is then generated , rem aining  in the coordina- 
tion  shell o f  thLs m etal cen ter (see  F igu re  1). P re lim inary  M D  
sim ulations w ith an exp licó  QM  w ate r w ere tn a d e  to  p robe  the 
re la tive  p ro ton  afíin ity  o f a h yd rox ide  ion bound  to M g, 
depro tonated  S e rl0 2 , and the d ian ion ic  phosphale . O f the se  
sim ulations, only the first, w hereby  a  neutral w ate r w as 
coord inated  to M g, w as observed  to  be stable.
4. Conclusions
W e h ave h ere  p iesen ted  a  theorettcal Q M /M M  s ludy  o f tlte 
hydrolysis  reaclion  o f a  phosphate m onoester (m -n itroben- 
zy lphosphate) in the ac tive  site  o f  EcAP. U sing  an A M ld  
sem iem ptrica l H am iltonian , w e  h av e  m ode led  th e  system  
em ploying  d ifferen t s i /e s  o f  the Q M  región .
O ur resu lts stress the d ram atic dependency  o l the resu lts  on  
the selected  inodel for the theoretical study. T hus, srnall QM  
regions p roduce concened  associa tive  reaction  paths. w hile  
larger m odels. w here the e lectrón  density  o f  the reac tion  
fragm ents can be conveníently  sp read , g ive p lace  to s tepw tse  
d issocia tive paths. F.xperunental e v id en te  obtained from  LFERS 
and KIEs agree w ith  the d escrip lion  obta ined  using  th e  largest 
QM  reg ión ."’ 1 Ih e  free-eneagy b arrie r  obta ined  in this ca se  
is a lso  in agreem ent w ith the fact that th e  Chem ical s tep  is, at 
least partially , rate-lim iting  A deeper insight into the o rig in  o f  
this dependency has been ob ta ined  from  an ana lysis  o f  the 
charge distribuí ion. W hen  the Q M  reg ión  is restric ted  to  the 
reaction system . the nucleophile and the substrate, the interactton 
betw een these fragm ents and the z inc  ton  centers is overesti- 
m ated, favoring a conceded  path If only the z in c  cen te rs  are 
arlded to the Q M  región, then th e  ch a rg e  tran sfer from  the 
reac tiug  fragm ents is exaggerated . and  the repulsión  betw een  
thern is reduced , resulting also in a  co n ced ed  associa tive  
m echan ism . In  the m odel con tain ing  th e  largest Q M  región, 
w here the ligands coordinated to the zinc ions and o ther restdues 
presen t in the active s ite  have been added to the Q M  suhsystem , 
this charge transfer is reduced because th e  m eláis already accept 
elec trón  density  from  their coo rd ination  shells. T hen , the 
repu lsión  betw een the reaction  fragm ents is la rger than before. 
but th e  electrosta tic  attraction  w ith the m etal centers is  sm aller. 
and as a  resu lt, the reaction  m echan ism  is d issocia tive .
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A b s tra c t  We he re presen! a theoretical study of the alkaline hydrolysis of mathyl p-nifrophenyl phosphate 
(MpNPP ) in aqueous solution and in the active site of nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 
(NPP) The analysis of our simulations. carried out by means of hybrid quantum mechanics/molecular 
mechamcs (QM/MM) methods, shows that the reaction takes place through different reaction mechanisms 
depending on the environment. Thus. while in aqueous solution the reaction occurs by means of an AnDh 
mechanism. the enzymatic process takes place through a DuA-, mechanism In the first case, we tound 
associative transition-state (TS) structures. while in the enzyme TS structures have dissociative character 
The reason for this change is rationalized in terms of the very different nature of the electrostatic interactions 
established in each of the environments: while the aqueous solution reduces the repulsión between the 
negatively charged reacting fragments, assisting their approach. the NPP active site stabilizes the charge 
distribution of dissociative TS structures. allowing the reaction to proceed with a significantly reduced free 
energy cost. Interestingly. the NPP active site is ableto accommodale different substratos, and It seems 
that the nature of the TSs depends on their electronic characteristics So. in the case of the MpNPP  
substrate. the nitro group establishes hydrogen-bond interactions with water molecules and residues found 
in the outer part of the cataiytic site, while the leaving group oxygen atom does not coordínate directly with 
any of the zinc atoms of the active site. 11 methyl phenyl phosphate Is used as substrate, then the charge 
on the leaving group is supported to larger extern by the oxygen atom and the phenolate anión can be 
then coordinated to one of the two zinc atoms present in the active site.
1. Introduction
Phosphoesier hydrolysis is a  fundam ental process in biológica! 
system s. M auy b io log ica l m olecu les con ta in  phosphate and  
reac tions in w hich  p h o sp h o ru s-o x y g e n  bouds are b roken are 
unporfanl for energy  flow , signal transduction , and genetic 
inheritance .1 * T he k inetic  stability  o f  the phosphorus - oxygen 
boud  in a q u a ia s  so lu tion  im poses the use o f  enzym es to  reach 
chem ica l rares com patib le  w ith  life*  In fact, enzym es involved
’  Univeratal de Valencia 
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in  the ca talysis  o f  these  reactions, such  as k inases, A TPases, 
and  phosphatases, h ave  som e o f  the largest ca taly tic  activities 
k n ow n . 10
In  sp itc  o f  the ir fundam ental im portancc, the reaction m ech­
an ism  o f  phosphoesters hydro lysis  is  sü ll a  controversia! 
question . In princip ie , phosphoesters hydro lysis  can proceed 
through  d ifferen t reaction  m echan ism s .11 T w o  different lim its 
can  be  traced on a  M o re -  O  F errall le n ck s  d iagram  dexcribing 
tw o  stepw ise m echanism s (see  S cherne 1): (i) a  d issocia tive 
reaction m echanism  in w hich cleavage o f  the phosphorus leaving 
g roup  bond precedes the fo rm ation  o f  th e  new  p h o s p h o ru s -  
n ucleoph ile  bond  (D n +  A n m echan ism ) o r (ii) an  associa tive 
m echan ism  in w hich  the re is  no  sigu itican t bond cleavage to 
th e  leaving g roup  w hile the new  bond  lo the nucleoph ile  is 
e s tab lished  (A n +  Dn m echan ism ). C oncerted  p rocesses can 
a lso  b e  traced on  the d iagram  as a  diagonal from reactants to 
p roducts, and  depending  on the synchron ic ity  o f  the breaking 
and form ing bonds ( i . e . deviations from  the d iagonal), the 
m echan ism  w ould  be  classified as d issocia tive or associative.
tlO ) /alatan, J G . Hemchlag. D J Am. Chem. Soc 2606. 128, 1293- 
1303.
(11) Zalatan. J G.; Fcnn,T. D., Brtinger. A  T  . Hetschlag. D. Biochemistry 
2006. 45. 9788-9803.
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T he transition  stale (T S ) oí' these tw o lypes o f  concerted  paths 
essen tially  d iffers in thc sum  o f  the d istances from  the 
phosphorus atom  to the leaving  group and  to  the nucleophile  
oxygen  atom s (also  ea lled  tightness co o rd ínate ) :10 the valué o f 
this coord ínate is  sm aller in thc associa tive TS than in the 
d issocia tive one. G radual changes o f  the reaclion  m echan ism  
for d ifferen t phosphoesters  can  then be described  u sing  this 
coord ínate , w hich  will depend on  several factors, including  the 
nature o f  th e  leaving  g roup  and the effect o f  the environm ent.
A lkalinc phosphatase  (A P ) superíam ily  is an evo lu lionarily  
related  group o f enzym es tliat catalyz.es phosphoryl and sulfuryl 
transfer reactions. M cm bers o f this group include phosphom o- 
noesterases, phosphod ieste rases, phosphoglycerate  m utases, 
phosphopcn iom uiases, and  su lfa tases .12 16 A P. the best char- 
acterized  m em ber o f the A P  superfam ily . ca talyzes pbosphate 
m onoesters hydrolysis. but it also show s secondary  ac tiv ity  
ca talyzing  phosphod ieste r, phosphite . and  su lfate  m onoester 
hyd ro ly sis .10' " ' ' ' 7 T he l is c h e r ic h ia  c o li A P ac tive  site con tains 
tw o zinc ions and an arg in ine rcsidue thal in teracl w ith the 
substrate  and a depro tonated  seríne acting as a nucleoph ile  (see 
F igure 1 A). A th ird  m etallic  ion. a m agnesium  ion, co u ld  play 
a  fundam ental role in the d iscrim ination  betw een phosphate 
m onoesters and  d ie s te rs " 1 A highly related  m em ber o f  this 
superfam ily is the nucleotide pyrophosphatasefphospltodiesterase 
(N PP). This enzym e hydro lyzes ex tracellu la r phosphod ieslcrs  
affecting several b io log ica l p rocesses ,19,20 b tu  it also has
(12) Zalatan, J. G.; Catrina, I.; Milchell, R.; Grzyska, P. K.; O'Brien, P. i.; 
Herschlag, D.: Hengge. A. C. J. Am. Chem, Soc. 2007, 129. 9789- 
9798.
(13) Catrina, I.: O'Brien, P. J.: Purcell. J.: Nikolic-Hughes. 1.; Zalatan, J. G.; 
Hengge. A. C.; Herschlag. D. J. Am. Chem, Soc. 2007. 129. 5760- 
5765.
(14) Nikolic-Hughes. I.: Rees, D. C.: Herschlag. D. J. Atn. Chem. Soc. 
2(M>4. 126. 11814-11819.
(15) Yang. K. C.; Metcalf. W  W . Proc. NaL Acad Se. LISA. 2004. 101, 
7919-7924.
(16) O ’Brien, P. J.: Herschlag, D. Biochemistry 2001. 40. 5691—5699.
(17) Colenian. J. K. Annu. Rev. Biophys. Biomolec. Struct. 1992, 21. 441- 
483.
(18) Zalatan. J. G.; Feun. T. I).; Herschlag. D. J. Mol. Biol. 2008. 384. 
1174-1189.
(19) Stefan. C.: Jan.sen. S.; Bollen. M. Trends Biockem. Sci. 2005.3 0 ,542-
550.
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secondary  ac tiv ity  as p h o sp h o m o n o es te rase"  and su lfa tase .21 
T he structural relalionship  betw een N PP  and AP is evident when 
d escrib ing  the ac tive site  o f  the form er: it contains tw o zinc 
ions w ith the sam e coord ination  shell as A P and the nucleophile 
is  now  a depro tonated  th reon ine  (see F igure IB ). T he main 
d ifie ren ce s  are the substitu tion  o f  an arg in ine ( A r g l66  in A P) 
by  an asparag ine  (A sn 111 in N PP ) and the absence o f  a lysine 
(L.ys328 in A P) and o f  the m agnesium  ion. N PP  also has a 
pocket able to accom m odate  the non leav ing  bydrophob ic group 
present in  phosph ix liesters  (R ' in F igure IB ).11 S tructural 
s im ilarilies and p rom iscuous ac tiv ities can  be vestiges o f  
evo lu tionary  events w ith a com m on ancesto r d isp laying  broader 
ca ta ly tic  specificity  10 
The sim ilarity  o f  the ac tive sites  has raised  the question  o f 
the relalionsh ip  betw een structu re  and ac tiv ity  in  litis fam ily o f 
e n /y m e s |rlltseeins tobe well-establi shed.htilh from experiinenial121-1 
and theoretical stud ies ,22 that A P  cata lyzes phosphom onoeste r 
hydrolysis through a d issocia tive m echanism . ThLs suggests that 
N P P  shou ld  also  ca ta lyze  phosphod ieste r hydro lysis  th rough  a 
d issocia tive TS that cou ld  be com plem entary  to  the electrosta tic  
fealures o f  the highly co nserved  ac tiv e  site H ow ever, /a la ta n  
and H erschlag , 10 from  analysis  o f  k ine tic  iso tope effee ts  (K IKs) 
and linear free energy re la tionsh ips (L F E R s), de term ined  that 
the natu re  o f  the T S  o f  A P -cata lyaed  phosphod ies te r hydrolysis 
is m ore probahly  associa tive. T hese  au thors then suggest thal 
the A P  etizym e is able lo reco g n ize  and  stab ilize d iffe ren t T S s 
T he ac tive  site w ould  then  be flex ib le  enough  to  be adap ted  to 
the characte ristic s  o f  the Chem ical system , avo id ing  the energy  
penalty  associa ted  to a ch an g e  in the natu re o f  the T S .10 The 
opposite  w ay has been p roposed  to exp la in  the p rom iscuous 
ac tiv ity  o f  p ro te in  p h o sp h a ta se -1 (P P -1) w ith phosphonates. 
W hile  the hydrolysis o f  lítese com |x>unds p roceeds through an 
associa tive m echan ism  in so lu tion . the actual m echan ism  in the
(20) Goding, J. W,: Grobben. B.: Slegers, H. Bioi'him. Biophys. Acta-Mol. 
Batís Dis 2003. 1638. 1-19
(21) In s ita . J. K.: Herschlag. I). Biochemistry 2008. 47. 12853-12859.
(22) López-Canut. V.; Martí. S.: Bertrán, J.: Moliner. V.: Tuñón. 1. J. Phxs. 
Chem. B 2009. 113. 7816-7824.
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Figure 1. Schemaiic represenlalion o f thc* putativo TS of thc phosphomonoester and phosphodiester hydrolysis in the AP (A) and in NPP (B) active sites, 
respectively.
active site  o f  PP-1 seem s to  he highly d issocia tive 23 T hus, in 
this p roposal. the Chemical system  is adap ted  to the protein 
env ironm ent. Both alternativo scenarius iinply d iffe ren t evolu- 
tionary  strateg ies lo develop  new  functions in existing  enzym es: 
the enzym es o f  the superfam ily  evolved either by adapting  the 
ca taly tic  s ite  to d iffe ren t reaclion  m echanism s o r hy preserv ing  
the sam e m echanism . F inally , it should he taken into consid- 
eration  tha t in terpreta tion  o f  experim ental K lli and  L FER  data 
can be am biguous due lo  the inlierent difllculties associated w ith 
the Hat nature o f  the free energy surface o f phosphoesters 
h yd ro ly sis .24 In  fact, il has been show n that s im ilar predictions. 
com patible w ith experim ental data, can be derived from  different 
m echan istic  pa th s, indicating  that theoretical sim ulations o f  the 
reaction process are needed to determ ine the reaction m echanism  
in a conclusive w ay 24 
R egard ing  the reaction  m echanism s o f  phosphod ieste r hy­
d ro lysis  in  alkalinc so lu tion . w hich  should  be an adequate 
coun terpart p rocess for phosphodiester hydro lysis  in the A P 
superfam ily , experim ental studies hased 011 KIKs sttggest that 
this p rocess  takes p lace through a concened  associa tive A s l \  
m echan ism .2,J,, T lieoretical studies dem onstrated that the reac­
lion  p roceeds through a concerted  AnL)n m echan ism  w hich 
becom es progressively  m ore d issocia tive as the p K ,  va lué  o f  
thc leaving group is  reduced, both for m ono- and  d ie ste rs .24-27
W e presen! herein thc tirst com parativo theoretical study o f  
the reaclion m echanism  o f phosphodiester hydrolysis in aqueous 
solution and  in the N PP active site. H yhrid quan tum  m echanics/ 
m olecular m echanics (Q M /M M ) m olecular dynain ics (M I5) 
sim ulations are ca rried  out to  ob ta in  the reac tion  free energy 
p roü lcs  and  the free energy  changos associa ted  to  variations 
along the tighlness coordínale  in the T Ss in both environm ents. 
O ur resu lts  suggesl a m echanistic  change. from  associa tive to 
d issocia tive , w hen go ing  from  the solution to  the enzym e. 
T heoretical e luc idalion  o f the reaction  m echan ism  em ployed  
by N PP ca n  be crucial to  understand the cvo lu tionary  paths 
follow ed lo develop  and im prove new activ ities from  a 
p rcviously  existing  function  in the A P superfam ily. O u r results
(23) McWhitter. C : taind, K. A.; Tamtum. H. A.: K'ng. G.; Sheikh. Q I : 
Denegó. A. C.; Williams, N. II. J. Am Chem. Sor 2008. LÍO. 13673- 
13682.
(241 Klahn. M.: Rosta, F_; Warshel, A. J. Am. Chem. Sor 2006. 728, 
I53IO-15323.
(25) Hencge. A. C.; Tobin. A. E.; Ocland. W. W. 7. Ant  Chem. Sor. 1995. 
7/7, 5919-5926.
(26) Oassano, A. G : Anderson. V. E.; Hams. M. E. 7. Am Chem Soc. 
2(812. 121. 10964-10965.
(27) Rosta. E.; Kamerlin, S. C. I..: Wacshcl, A. llio rhem is lr 2008. 77. 
3725-3735.
are com patib le w ith an cvo lu tionary  scenario w here the reaction 
m echan ism  rem ains u naltered  in tire AP fam ily.
2. Methodologv
2.1. Itu ild in g  the Systems. The in iha l coordínales were taken 
from  the X -ray  crysta) sü-ueturc o f  Xanthomoncic axonopodis p i  
c it r i nucleotide pyrophnsphalase/phosphodiesterase m complex w ith 
vanadale ion ( V O /  ), w ith  PDB enüy 2 G S O .'1 NPP is a ho- 
m oduncr w ith  two active siles; each one was found to conlain two 
Z n : atoms The inorganic vanadale was used as lefcrence to replace 
it  by thc tnelhyl p -n itrophenyl pliosphate diester (M pNPP ). which 
is the substrato used in  this study Hydrogcn atoms on htrable 
residuos were added using the cluster method as implcmented by 
F ie ld  and co-workers2" -*9 assuming a pH  =  8. which is the 
experimenta) cond ilion  used to obtam kmIK M.u  T lir'X ) residuo was 
considered to be unprotonaled (as S erl02  residue in A P ).11-22-30 
W e solva)ed the system w ith  a water molecules sphere o f 40 Á  o f 
radius ccntered on thc phosphorus atom o f  the substrate. Water 
molecules placed at less than 2.8 A  than any other non-hydrogen 
atom o f  the system were deleted.
As found in a previous theoretical study in  AP. a large Q M  
suhsystcm is ncedod to reproduce tire charge transfer effeets 
between thc reactive system and thc neighboring residuos.22 The 
Q M  región contains thc Thr90 residue. the Asn 111 residue. thc 
substrato (M pN PP- ). and the tw o zinc ions and the ir coordination 
spheres (Asp54. Asp257, His25K. Asp210. His214. His.363) (seo 
Figure IB ). Bccausc o f  the small size o f  the Ihrconine sido chain. 
we decidcti to inelude part o f  thc previous and next residuos o f  thc 
protein scqucncc (Leu89 and PheV 1) in  the Q M  región. To satúrate 
thc valencc o f  the Q M /M M  Ifo n tie r we used the Jink atoms 
procedure.31-32 placing these link atoms between the ( ' „  and Cp 
atoms o f each residue. The number o f  Q M  atoms then hecame 112. 
w h ile  lhe final system contains a total o f  31885 atoms.
Uecuiise we define a Ijrg e  Q M  suhsystcm and the large number 
o f  structures that must be sampled during simulations. we employed 
a scm icinpirica l llam ilton tan  lo reduce thc cotnputaliunal cosí. The 
c ffect o f using standard scm icinpirica l quantum methods. such as 
A M I ,33 PM 3.34 o r M N IX ) .35 cou ld  be dram atic fo r  the system
(28) Antasiewicz, J.: McCammon J A : Gilson. M K.. /. Mol. Biol. 1994. 
2.78. 415-436.
(29) Field, M. J ; Amara. P.; David. L :  Rinaldo. D Peisonal comrounication.
(30) Gijsbers. R.: Cculemans, H.: Slalinuns. W.; Bollen. M. 7. Biol. Chem. 
20(11. 276. 1361-1368.
(31) Singh. l.‘. C.; Koltman. P. A. 7. Compul. Chem. 1986. 7. 718-730.
(32) Field. M J.: Bash. P. A.: Karplus. M 7. Compul. Chem. 1990. I I .  
700-733.
(33) Dewar. M. 1. S.; Zoobisch. E. G.; Healv. E. F.: Slewatt. 1. J. P. 7. Am. 
Chem. Soc. 19X5 107, 3902-3909.
(34) Stewart, 1. 1. P. 7. Compul. Chem. 1989. 10, 209-220.
(35) Dewar. M J S : Thiel. W 7 Am. Chem. Soc. 1977. 99. 4899-1907.
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uuder study be cause tliey are not suffidently  accurate lo model 
reactions ínvolving pliosphorus atoms. This is essentially due to 
lhe fact thal these rnetbods do not incorpórale “d" orbitals For 
this reason, we use a new setm em pincal H aniiltodan, AM 1/d-PhoT 
(hereafter simply named as A M ld) 36This Hamiltonianincorporales 
d-e.xtension for the pfiosphotus atom and tiardiñed AM1 parameters 
for oxygen and hydrogen atoms, while the rem aining atoms are 
described at the AM1 level.36 This semiem pirical treatinent has 
heen shown lo provide results in very good agreeirent w ith high- 
level DFT calculadnos in llie study o f the hydrolysis o f phosphorus 
conipounds.-'2'36 38 In particular, we em ployed this Hamiltonian 
in a previous QM/MM study of the alkalinc hydrolysis o f  MpNPP 
in aqueous solution, and tire reponed kinetic isotopic effeets (KIEsi 
were in excellent agreemeut with experim ental results. Thus, tbe 
A M ld  9em iem pirical Hatniltoniau was selecled to describe the QM 
región, and the MV1 región was described by m eans of the OPLS- 
AA potential39-40 irapleinented in  DYNAM O tibrary .41-42
The quantum  level used to describe lite Zn ions deserves soroe 
comxnenls. These ions were described w ith the standard AM1 
Hamiltonian because specihc parameters for the new  A M ld 
H anultonian have still not been developed In receñí w ork by Gao 
and co-w orkers, the AM 1 method was em ployed to treal lhe two 
zinc ions located in the active site of a phospbotriesterase (PTE), 
providing a reasonable picture o f the reaction process 43 The same 
com binalion o f theoretical trealments (A M ld , AM1, and OPLS) 
w as successfully tested in the study o f  the catalytic activity o f  E. 
co li AP. In that work, we showed that the em ployed quantum 
treatm ent (A M ld  A M 1) provided geom etnes in  good agreement 
witli DFT results for a complex presenlitig a Zn coor&uation similar 
to  that prcscnt in AP or NPP.
A sim ilar protocol was used to study the same reaction in 
solution, placing tbe QM subsystem. the substrate (M pNPP ), and 
a hydroxyl iou (OH ) in  a 55.8 Á side length box of T IP3P *4 water 
molecules These 24 QM atoms were described by means o f an 
A M ld  method. Details of the simulations in  solution are given 
elsewhere.37The van der W aals parameters used for the QM atoms, 
in  solution aud in  lile enzym e, w ere taken from Üie OPLS 
potential.3* -40
2.2. S im ulations. The enzym atic system w as optitnized during 
6000 sleps using a com bination o f steepesl desceñí and conjúgate 
gradients m ethods Aflei exploration o f tlie potential energy surface, 
a TS slructure w as located We llien constrained the distances 
between the phosphorus aiom (P) and the tw o key oxygen atoms, 
lite oxygen atom  o f  the leaving group (0 ^), and the one o f  the 
nucleophile (O,,..), applying a harmortic potential w ith a forcé 
constan! o f  3000 kJ- mol : - A J. Because o f the size o f llie system, 
all residues further than 22 Á from the phosphorus atom were kept 
frozen (23563 atom s from a total o f  31885 atoms) The system  w as 
healed by m eans of 80 ps of molecular dynam ics (M D ) using a 
time step o f 1 fs Finally, the system was equiübrated at 300 K 
using the NVT ensem ble and the Iangev in  Verlel itnegrator wáth 
a tirre step of 1 fs dunng a total simulation time o f  200 ps. A 
switched cutoff, from 14 lo 16 Á. w-as em ployed for all MM 
interactions (including tfie frozen atoms), while the QM región was
(36) Nam. K .. Cui. Q., Gao, J.. York, D. M. J Chtm. Theory Comput. 
2U07, 3, 486-504.
(37) López-Canut. V.. Kuiz-IVrnía. J.. Tufión, 1.; Ferrcr. S.; Moliner, V. 
J  Chtm. Theory Comput. 2000. 5, 430-442.
(38) Nam. K. H.. Gao. J .. Y o * . D. M J Am Chem Soc. 2008, 130.4680- 
4691.
(39) Joigcnaen. W. L  . Tirado Rives. J 7 -Im Chem. Soc 1988.110.1657- 
1666.
(40) Pranaia. J.. Wierechke. S. G.. Jorgensen, W. L. 1 Am. Chem. Soc. 
1991. 113. 2810-2819.
(41) Field. M. J. A  Pmcucal Imroduclion to the Simulation o f Molecular 
Systems, lst ed., Cambridge Univereuy Press. Cambridge. U.K-, 1999.
(42) Field. M. i-, Albc. M : Bret, C.. Proust de Martin, F.; Thoraas, A 
J  Comput Chem. 2000, 21. 1088 1100.
(43) Wong. K Y . Gao, J. Bioclumistn 2007. 46. 13352-13369.
(44) Jorgensen, W. L.. Chandrasekhar. J,, Madura, J. D.. Impev. R. W.;
Klein, M L. J. Chem Phys. 1983. 79. 926 935.
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allow ed lo internet w ith every flexible MM a lo ra  All the QM/MM 
calculations w ere carried out using lite DYNAM O p rog ram 41
The starling structure in aqueous solution w as taken from a TS 
structure optimized by m eans of a polarizable continuuin model 
t PCM ) approach at B3LYP level and the 6-31 + G* basis set 37 The 
entire system w as equilihtaled by m eans o f M D sim ulations 
applying a constrainl on the 0 , , , P***0 angle (attacking anglei, to 
be cióse to linear, and on tbe involved distances o f  dte ptiospboesler 
hydrolysis to  rem ain in  the TS región. We deñned as flexible región 
all those atoms helongm g to residues or m olecules found at a 
distance less than or equal to  22  Á o f  the phosphorus atom, and 
the resl o f llie water molecules (10386 atoms) were kept frozen 
The QM subsystem  w as allow ed to  interact w ith all lhe MM atoms 
in  the flexible región, while a  cu toff switched from 11 lo 13 Á was 
em ployed for all MM interactions. A time step o f  1 fs w as also 
used.
To analyze the energelics o f  the Chemical reaction in the enzyme 
and in aqueous solution, we obtained the correspondm g potentials 
o f  m ean forcé (P M F s)45 in w hich the antisym m etric cotnbination 
o f  the distances describing the breaking and forming bonds (RC 
d (P -Q fc) d(P O, uc)) w as etnploved as distinguished reaction 
coordínate. The umbrella sampling approach46 was used to constrain 
the system  along lhe reaction profile, em ploying a forcé constanl 
o f  2500 k J-m o l '•  Á 2, and the probabilily cbstribulions w ere pul 
together by means of lite w eighted histogram  analysis method 
(W H A M )4 ’ -48 to  obtain the full probabihty distribution along the 
reaclion coordínate The valúes of Lite forcé constant used for the 
harm onic umbrella sam pling w ere detennined to allow a full 
overlapping o f the different Windows traced iu the PMFs evaluation, 
bul w ithout losing control over lhe selected coordínate. Each 
w indow  constsled in  10 ps o f  equilibration followed by  15 ps of 
prodnetion. The total n iim fer o f  Windows em ployed to  cover the 
wbole range of üie reaction coordínate in (he enzyme and aqueous 
solution w ere o f 208 and 153, respectively.
As discassed in the next section, the PM Fs obtained in solution 
and in the enzym e correspond to ditferent reaction m echanism s 
In order to  verify that the m echanism  obtained in  solution w as not 
also possible for the enzym atic reaction we decide to  explore a 
free energy surface to r lw o-dim ensional PMF, 2D-PM F) obtained 
as a function o f the two dislances corresponding lo the breaking 
and torming bonds (d(P ( \ )  an d d (P  0 ,„ ) i  treatedindependently. 
T o  obtain this 2D-PM F we ran  723 sim ulation Windows, each one 
eonsisting o f 10 ps o f  equilibration and 15 ps o f production. This 
gave a total simulation time larger than 18 ns. The íoroe constanl 
applied to eacli u f the tw o distances w as o f 2000 kJ • m o l- 1 • A 2 
In all the sim ulations cam ed  out to  obtain thc PMFs thc retcrcnce 
tem perature w as 300 K
3. Results and Dlscussion
3.1. Kree Energy Protiles. F igure 2 show s the FM Fs obtained 
fo r the alkalinc  hydro lysis  o f  M pN PP* in  3queous so lu tion  and 
in  the enzym e at the A M ld /M M  level as  a  function  o f  lhe 
an tisym m etric  com bination  o f  the d istances desc rib in g  the 
b reak ing  and  fo rm ing  bonds. Tbe n ucleoph ile  in w ate r is a 
hyd ro x id e  anión , w hile  th e  enzym e con ta in s  a depro tonated  
tlireonine (T br90). W hile  b o th  P M F s d isp lay  a m áx im um  a t a 
sim ilar v a lué  o f  the reac tion  co o rd inate  ( 0 .60  A in N PP and
0.43 Á in aqueous solution) the features o f  the reaction  profiles 
a re qu ite  different in both env ironm en ts. T h e  aqueous solution 
P M F  d isp lays a sharp m áxim um  w ith a  w ell-defined  bell-shaped 
curve. Instead, th e  enzym atic  P M F  show s a  ra th er flat región
(45) Roux. B. Comput Phys. Commun. 1995, 91. 275-282.
(46) Tome, G. M . Vallcau, J P ./ Comput Phys 1977. 23. 187 199
(47) Feirenheig. A. M , SweJsen. R H Phys. Rev. le tt  1989 63. 1195 
1198.
(48) Kurnar. J.; Bourida. D.. Swedsen, R. H„ Kolllnan. P. A  . Roscnberg. 
1 M J Comput Chem. 1992. 13. 1011-1021
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Figure 2. PMFs for lhe alkalinc hydrolysis reaction o f MpNPP in aqueous 
solution íblue) and in NPP (red).
ju s l  at'ter the m áxim um . Ih c  free energy  barrier ob la ined  as 
the d ifference betw een the m áxim um  o f  the P M F  and thc 
reactants m ín im um  is 20.5 k ca l-m o l 1 for lhe b im oleeular 
reac tion  in w ater (correc ted  for 1 M  standard  s ta te )37 and 8.9 
k ca l-m o l 1 for the enzym atic  ca talyzed  reaction
Figure 3 show s representativo snapshots o f  the reactants  and 
TS in N PP, w here averaged  valúes o f  significan! d istances are 
provided. Som e relevant averaged d istances are  also  g iven  in  
T ab le  1, togeiher w ith relativo l'rec energics. The naiure o f lhe 
T S s in so lu tion  and in lhe enzym e, located a t the m axim a o f  
lhe corresponding  PM Fs, is quite d ifferen t, re llecting  lhe 
different nature o f  the reaction in  both environm em s. As show n 
in Table 1, thc averaged  d istances o f lhe phosphorus alom  to 
the leaving and nucleophilic oxygen atom s in the aqueous 
so lu iion  TS are 1.81 and 2 23 A, respectively  In the enzym e, 
tlie averaged valúes o f  diese d istances are m uch larger, 2.53 
and 3.13 A, respectively  Thus, and in  sp ile  o f  the sim ilar valué 
o f  the reaction  coordínate  at lhe m axim a o f  the PM Fs show n in 
F igure 2, the tw o TSs d ií íe r  significantly  in lhe valué o í  lhe 
tightness coordínate ( d ( P - 0 ](1) +  d ( P - O nlK)), being 4.05 A in  
so lu tion  and 5 .66  Á in the enzym e (see T able 1). As seen in 
F igure 3, the substrate  is accom m odated  in to  the ac tive  site 
through a lengthening o f  the Z n - Z n  d istance , up  to  6 .23 A 
Z.n(I) is coordinated  to one o f  the nonbridg ing  oxygen  atom s 
o f  lhe phosphate group, w hile Z n (ll) s tab ili/e s  the deprotonated 
hydroxyl group o f  T hr90. T he d istance o f  Ihis oxygen alom  lo 
the phosphorus a tom  (d (P —()„,„)) is  4 .5 9  Á  in the reac lan t's  
state, w hile the distance lo  the leaving group (d(P  ()>,)) is ~  1.71 
A. In the T S , the oxygen a tom  o f  lhe leaving  group  is nol 
coord inated  to  Z n (l). as F igure I suggests .111*-1  Instead. Zn(I) 
is  coord inated  lo the sam e oxygen atom  as in thc reaciant state. 
reducing the Z n - Z n  distance up lo 5 .50 Á. As w e discuss below , 
the coordination o f  the leaving group oxygen alom  to Z n(I) may 
ac tually  depend on thc nature o f  the leaving group. The 
/)-n itrophenolate  anión is a very good leaving group because o f  
the ability o f  the n itro  group to  delocalizc lhe charge . In fact, 
w e have found thal, in  the TS. this group  m akes hydrogen- 
bond in ieractions w ith  polar residues found  in  the ou le r side o f 
lhe catalytic cavily , such  as ü ln 2 8 7  W aier-n ied iated  hydrogen 
bond interactions are also established  w ith  A rg354 and A rg360. 
O bviously, these interactions depend on the nature o f  the leaving 
(see below). In addition. a w'ater m oleeule w as found to  intcract
w ilh the Oí, in lhe TS (av erag ed  II» —0 ,p d islance o f  1.97 A). 
A s observed  in Figure 3 , lhe TS is also slab ilized  by m eans o f  
the hydrogen-bond c o n ta d  es tab lished  betw een a nonbridging  
oxygen  atom  o f  the p lm spha tc  group  and the backhone N H  
group o f  T hr90. Finally, it is w orth  m entioning  that we d id  not 
observe any specific in te rac tio n  betw een A sn 111 and the 
substra te  in the reactant s ta te  o r in the TS.
T he predicted  ac livaúon  free energy  in aqueous solution 
com pares quite reasonablv  w ith  the valué derived  from  lhe 
experim ental rale constan! m easured  in so lu tion  al 42  °C, 25.9 
kcal/inol.10Thc agreem eni can  be quantiia tivclv im pm ved w hen 
system atic  errors o f the sem iem pirica l ireatineni are correc ted  
by m eans o f higher level ca lcu la tions. In particular, w e obtained 
correc ted  free energy barriere  fo r the enzym atic  and in solution 
p rocesses by applying th e  fo llow ing  equation:
~  ' ^ ' a V  1.1/MM +  ( ( ^ r s  _  ^ ) n t .  _  ~
(1)
TTie averaged energy d iffe ren ces  appearing  in  the above 
expression  have been ob ta ined  by  m eans o f single-poinl 
ca lcu la tions o f  a set o f  10 d iffe ren t reac ianis  and  TS structures 
localized  in  aqueous so lu tion  and the enzym e using a rnicro- 
m acToiteration optim ization  schem e49 51 at the A M ld /M M  
level. In our previous analysis in  solution. the use o f  10 different 
structu res w as enottgh to  ob ta in  converged  valúes o f  K IEs 37 
T hese structures are op tim ized  using  a H essian-based  search 
for the Q M  atom s w hile lhe M M  atom s are fuily op tim ized  at 
each  step  o f  this search using  on ly  g rad ien ts .49 51 In  eq  1, H L 
stands for the high level chosen  to ob ta in  the co rrec ted  estim a- 
lion ol Ule aclivaúon free energy . In o u r case B31 .Y P /6 -3 11 +  
G * * 5253 has been used, a functional that has been show n to 
p rov ide  good results in p rev io u s  stud ies  o f  phosphorus 
hyd ro ly sis .5455 H L  ca lcu la tions are ca rried  oul under thc effecl 
o f  lhe field crea ted  by the M M  env ironm ent, w here lhe 
electrosta tic  coupling  betw een the Q M  and  M M  subsystem s is 
ca lcu la ted  using point charges on the Q M  a to m s 41*-51 As 
expected. the corrected free energy  ob ta ined  in aqueous solution 
(28 .2  k ca F m o l ')  com pares better w ith  the experim ental valué, 
although it should be kept in m ind that thc sim ulation and 
experim en tal tem peralures are  different. T h is agreem ent m akes 
us confident in the theoretical m ethod  chosen  lo  rep resen t the 
reaction. H nfortunately . the re is  no  experim ental esiim ation  o f  
La, for the reaction ca ta lyzed  by  N IT  hut on ly  k c J K M (2 .3  x  
1():  M ’- s  1 at 298 K )”  has been m easured, kcJ K \ t  p rovides a 
m easure o f  the free energy  d iffe rence  betw een the T S  and the 
separated reactant species (so lvaled  substrate and protein), w hile 
Jfcc refers to  lhe free energy  d iffe rence  betw een  the TS and lhe 
M íchaelis com plex. w hich w ould  he the quantity  lo be com pared 
w ith our PM I barrier T h e  free energy  barrier estim ated  from  
llie enzym atic second-order rate constanl (k¿ JK v \ w ould he 14 2 
k c a l-m o l ' 1 (I M standard  s tate) A ssum ing a negative b ind ing  
free energy. this valué should he a low er limit for the free energy
(49) Moliner, V.: Tuner, A. J ; Williams. 1. H. Chem. Commun. 1997. 
1271-1272.
(50) Turncr, A. J.; Moliner. V.: Williams. I. H. PCCP Phys. Chem. Chem. 
Phys. 1999. I. 1323-1331.
(51) Marti. S.: Moliner. V.: Tuñón, I. J. Chem. Theory Comput. 2005. /, 
1008-1016.
(52) Becke, A. D. J. Chem. Phys. 1993. 08. 5648-5652.
(53) Lee, C. T.; Yang. W. T.t Pan. R. G. Plm. Reo. B 1988. (7. 785-789.
(54) Kamerlin. S. C. L : Morían. I.: Warahel. A. ChemPhysChem 2(8)8. 9. 
1767-1773.
(55) Kamerlin. S. C  I : Williams. N. H.: Warshel. A. J. Org. Chem. 2(818
73. 6960-6069.
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Figure 3. Snapshots for the reactants state (left) and transition state (righl) ot the phos-phodicstet hydrolysis catalyzed by NI’ !’ . Key averaged distances are 
given in angstroms.
Table 1. Estmated Free Energy Barners Computed at AM1d/MM 
level, AGií.nouu, and Corrected at B3LYP/MM Level, for 
the Phosphodiester Hydrolysis in Solution and in the Npp Active 
Site"
aqueous solution NPP
reactants TS reactants TS
20.5 8.9
A 282 111
díP-O,*) 1 67 ±0.03 181 ±0.05 1.71 ±  0.03 2.53 ±  0 10
d(P And 2.23 i  0.06 4.59 £ 0.05 3 .13 ±0.10
< \ ) «o 4 03 ±  0 10 6.03 £ a  11 5.57 ±0.19
<KP Ou> —oo 0.43 2 88 0.60
d tP -O ^ )
dtP Oí.) t 99 4.05 6.29 5.66
<KP-ó«)
“  Kelevant geométrica) parameters are reponed in Á while energies 
are in kcal-mol ’ .
b arrier m easured  from  the M ichaelis  com plex . O u r co rrec ted  
e s tuna lion  o f  thc free energy  barrier, 11.1 k ca l-m o l \  is not 
la r  aw ay from  this lim ii. In any case, this valué is consisten t 
w ith the large ca taly tic  ability  d isp layed  by th is  enzym e.
3.2. C om parativo  A na ly sis o f  R eaction  M echanism s. T he 
T igh tness  C oo rd ína te . A cco rd ing  to  the resu lts  derived  from  
the P M F s show n hefore, it seem s tha t the reaction  takes p lace 
through m uch m ore d issocia tive  T S  structures in lhe ac tive  site 
o f  N P P  than in so lu tion . T h is  d iffe rence in the reaction  
m echan ism s can  be ana lyzed  by m eans o f  the averaged  P —Oig 
and P - O nuc d istances o b ta ined  a long  the free energy  profile, as 
show n in F igure 4. T h e se  ave rag ed  d istances have been  draw n 
on the 2D  PM F obtained for thc enzym atic reaction. as described 
in lhe p revious seclion . F igure 4  can  be now  com pared  w ith 
S chem e 1, con iirm ing  the fact th a t lhe reaclion  m echan ism  in 
so lu tion  is associa tive. w hile  it is  d issocia tive in the enzym atic  
ac tive site In both en v ironm en ts, the reac tion , at its first stages. 
can  be  described  as an  approach  o f  lhe nucleoph ile  lo  the 
phosphorus atom  w hile  the leav ing  g roup  rem ains strongly  
honded. T he d iffe rences  ap p ear w hen the nucleoph ile  group  
approachcs thc p liosphorus atom  at d is tances  sho rter than 2.7 
A. In  aqueous so lu tion  the reac tion  con tinúes w ithout ap- 
prcc iab le  changes in thc P —( )l? d istance  up  to  the m om ent in 
w hich both d istances, P —O if and P —O,,,,., are about 1.9 Á. A fter 
thc form alion  o f  th is  transicn t com pact pen tacoo rd ina ted  
structure. llie bond betw een the phosphorus atom  and the leaving 
g roup  oxygen  atom s is broken. In the enzym e. thc reaction  
p roceeds in a com p lete ly  d iffe ren t w ay: lhe c leavage  o f  the 
P —0 |? bond begins in a m uch ea rlie r  stage o f  thc reac tion , in 
such a way that thc system  reaches regions w here both d istances 
(P -O ™ , and P—0 „ )  co rrespond  to b roken bonds, form ing a 
transicn t PCFC’H i m oiely . A fterw ard . this g roup  is transferred  
to  lhe nucleophile. D uring  this transfer, the leaving  group
6960 J. AM. CHEM. SOC. ■ VOL 132. NO 20 2010
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Figure 4. Averujrctl valúes o f lhe P—0 BI*  am! I1 ( \  di.suntv.s i, si mi during 
llie reaction PMFs in solution (blue) and in the NPP active site (red) 
projected on the 20 PMÍ obtained for lhe en/ymalt, reaction. The y icen 
arrow qualitatively shows the differences in lhe üjthtness ciardiiuite between 
thc TS structures obtained in lhe enzyme and in solution.
follow s, al sorae extern, the m oüon  o f  lhe PO yCH i. as reflected  
by the slight reduction  o f the l’ - O ^  d istance in this stage O nce 
the transfer has been  com pleted , lhe d islance betw een  lhe 
phosphorus atom  and  the leav ing  g roup  m ercases.
lh e  isoenergelic  lines ob ta ined  from  the 2D -PM F  in lhe 
en zy m e clearly  show dial the only  feasib le  reaclion  m echanism  
in the enzym e is thc d issocia tive  one. T he averaged  d istances 
corresponding to  the bond breaking and  bond form ing processes 
in the enzym e, ob ta ined  from  th e  one-d im ensional PM F 
presen ted  in F igure 2, c learly  ío llow  the m ín im um  free energy 
reg ions o f  the 2D -PM F. Instead, the averaged d istances ob ta ined  
from  th e  associa tive reaction  m echan ism  ob ta ined  in so lu tion  
cro ss  m uch  higher free energy  reg ions on  lhe enzym atic  2D- 
PM F, and  then th is  m echan ism  is c lea rly  d isfavored .
A s no ted  prev iously , bo th  the enzym atic  and  so lu tion  T Ss 
appear at s im ilar valúes o f  üic reaction  coord inare but at very 
d iffe ren t valúes o f  lhe tigh tness coo rd ína le , < í ( P - 0 |f ) +  
t/(P —O niK), as qualita tive ly  show n in F igure 4  w ith  a groen  
arrow . T hus, in o rder to get a deeper insight in lo  the d ifferences 
betw een the aqueous solution and enzym atic  TSs, w e perfo rm ed  
thc co rrespond ing  one-d im ensional P M F s in bo th  m edia, 
sam pling  this tigh tness coo rd ínate  fro m  3.7 Á (correspond ing  
lo  an associa tive o r  lighten T S) to  6 .0  A  (correspond ing  to  a 
d issocia tive  o r  loose  TS). T he reac tion  coo rd ínate  w as kept
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Figure 5. AM ]d/M V l PMI s obtained for lhe aqueous (b lue l and enzymatic 
(red) TSs along lhe II chinees coordínale. The dashed line cotTesponds lo  
lhe enzymatic curve corrected at thc B31.YP/6-31 l- K I * *  level.
consbñiined at llie valué correspond ing  to  th e  respective TSs 
(—0.60 A in N PP  and —0.43 A in solution). T be resulting  PM Fs 
are p resen ted  in F igure 5. A ccording  to  these resu lts. the 
associa tive T S  is p re lerred  in so lu tion . w hile  in N PP  lhe 
d issocia tive TS structures are m ore stable than lhe associative 
ones, in ag reem enl w ith the 2D -P M F  dep icled  in F igure 4. The 
m ínim um  o f  the aqueous solution P M F  appears al abou t 4 .0  A. 
w hich corresponda to  the T S  characte rized  in  l ab le  1. In the 
N PP, lhe m ínim um  appears al abou t 5 .5  Á , again  in agreem enl 
with lhe features o f the T S  described  above.
In genera l, the final balance betw een associa tive  and  d is ­
socia tive T Ss depend  on  tw o factors: llie env ironm en t and the 
substrate (the leaving group). M oreover. in  the case o f  theoretical 
studies, the final an sw er m ay also depend  on  the level o f  theory 
chosen  to represen! the system . F igure 5  a lso  show s the 
en /y m a tie  free energy curve correc ted  at lhe IT3I.YP/6- 
3 1 l+ O * *  level. T o  ob ta in  this cu rve , w e used  the correc tion  
p rucedu re  explained  above, em ploy ing  several s tructu res opti 
m i/.ed from  the A M Id /M M  curve ob ta ined  along the tightness 
coordínate , lb e  correc ted  PM F show s a m ín im um  at a valué o f  
the tigh tness coordínate o f about 4 .8  A. T h is v a lué  cotTesponds 
to  a d issocia tive T S , aithough sligh tly  m ore tighten  than thc 
on e  p red icled  al lhe A M ld  level. In any case , even  if  llie final 
determ ination  o f the associa tive/d issociative characte r of lhe TS 
o f  the enzym atic  hydro lysis  o f  a phosphod ieste r may require 
fu rlhe r experim ental and theoretical w ork, our analysis  clearly  
show s that lhe relative effccl o f the enzym atic  environm ent w ith 
respect to  the aqueous solvent is lo  favor m ore d issocia tive  TS 
structures.
ll ie  resu lts  presented  in F igure 5 are a d irec t com pulational 
cstim ation  o f  the cnergclic  co sí o f  changing thc m echan ism  in 
each  environm ent. In aqueous so lu tion , g o ing  from  reactants 
to  p roducís Crossing through thc d issocia tive part o f  thc energy  
surface w ould  im ply an ¡ncreasc o f  the free ene rgy  barrier 
betw een 6 and  8 k c a l - m o l 'W e  got add itiona l cv idcncc o f 
this ex ü a  free energy cost o f  the dissociative pathw ay in solution 
by using the free energy perlurbation (F FP ) m ethod v> Follow ing 
the d issocia tive m echanism  in so lu tion  (see the Supporling  
Inform ation), we obta ined  a lrec  energy p ro lile  w ith a free 
energy barrier 6.8  k ca l-m o l 1 la rger than for lhe associative 
one, confirm ing the results derived  from  the P M F s presented 
in  F igure 5.
(56) Kolltniin. P Chem. Rev 1993 «•?, 2395-2417.
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Figure 6. Hlectrostafic field (in au) crealcd by the environment on lhe 
l ) „ „  and Oír atoms al lhe corresponding TSs in enzyme and in solution. 
The moduhis is presented in red and the projeclion along their respective 
P—O bond veclors in Hack. lhe arrows represent the electrostatic torces 
acune on the two oxygen atoras
In lhe enzym e the opposite p ic tu re appears. A d isp laccm enl 
low ard sm aller valúes o f  the tightness coord ínate , i.c., m ore 
associa tive TS , im plies a free energy cost o f  at least 5 
k c a l-m o l" 1. A nalysis o f  lhe ch an g cs  found in lhe enzym atic 
structure along thc tightness coo rd ínate  show s that the Z n —Zn 
d istance should  he shorlened in o rder lo  aceom m odale m ore 
com pact T S  structures for this substrate . T he averaged  valué o f  
the Z n —Z n distance is reduced  from  5.6 A in  thc d issocia tive 
lim it to  about 4 .8  A in the associa tive one. H ow ever. as we 
w ill d iscuss below. not necessarily  a m ore com pact TS im plies 
a sm aller Z n - Z n  distance, T h is lendcncy, observed  fo r M p 
N PP , depends on  the particu lar m ode o f  coordination  o f  each 
possib le  leaving group.
T hus, according  lo these lind ings, associa tive T S s for the 
alkalinc hydrolysis o f  M N pl’P are expecled in aqueous solution 
and  not in  the enzym e. T he reason  for this d iffe ren t behavior 
o f  the Chem ical system  in w ate r environm ent is duc  to the 
reaction  field crea ted  by the so lvent m olecules on  the substrate 
K ffectively, w ater m olecules are able to  d isp lace and roíale 
according  lo the charge d istribu tion  o f thc so lu le In this case, 
thc w ater solution effec livc ly  d im in ishes the e lectrosta tic  
repulsión lietween the tw o negatively charged reacting fragm ents 
(the bydroxyl anión and the substrate). In a conünuum  treatm ent 
o f  the so lvent. this repulsión is reduced  by a facto r equal to  the 
d ie leclrie  constanl. If tlie electrosta tic  repulsión is d iin in ished . 
the bond forces dom inale lhe Chemical process, favoring  
associa tive TS structures. Inslead. the electric  Field crea ted  by 
the enzym e is not a reaclion  lield: even  if  thc ac tive site show s 
som e degree o f  flexibility  and p lasticity , being able to  accom - 
m odale even  different substrales, the charges and d ipoles 
appearing iu thc active site cannot be ro tated  o r  d isp laced  freely 
because the ir m olions are reslrained  by tlie p ro te in  structure 
This difieren! behavior is retlecled  in the valúes o f  the electric 
licld  com puled  in the T S  in both en v ú o n m cn ts  F igure 6  show s 
the averaged  valúes o f thc electric  lield  ca lcula ted  on  thc 
nucleophilic oxygen  and the leaving group oxygen  atom s, both  
its rtvxlulus and its projeclion along thc respective P -O  bonds. 
l l ie s e  electric fie lds have been com pu led  from  the contribution  
o f  all the atom s o f  the sy stem  exccp t those o f  the nucleophile 
and thc substrate .57 The environm cntal electrostatic lo tees  acting 
on the nucleophilic and thc leav ing  g nm p  oxygen atom s are 
qualita tivcly  d isp laycd  as arrow s in F igure 6 . It is interesting 
to  notice thal lhe valúes o f  the electric  field m odulus, are quite 
sim ilar, c learly  show ing that the e ffec t o f  the enzym e is  not 
sim ply a deso lvation  effect. M oreover, the effec t o f  the 
electrosta tic  forces due lo  thc env ironm ent on the leaving and
(57) In lhe enzyme. sume atoms o f thc environmenl are part of lhe QM 
subsystem (zinc ions aml iheir coordination shells and Asnt 11). lh e  
contribution of Ihese QM atoms lo  the environmcntal electnc field 
was compuled through the use o f pcanl charges derived from lhe 
polarizad wave function.
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nucleophilic  group in the T S  is co inpletely  different in solution 
and in the enzym e. In aqueous solution, lhe resulting fo rte  favors 
an  associa tive transilion  structure. w ith a stnaller valué o f the 
tigh tness coordínate. A ccording to  the forces depictcd  in Figure 
6  lhe solvent p roduces a d im inu lion  o f  the d fl’- O i j )  +  
d (P —0 „ llc) coord ínate  and a d isp laccinen t o f  tire TS structure 
low ard lhe reactants (w here lhe charge is localized on  the stnaller 
hydroxide anión). W hile the reaclion lield created hv the aqueous 
so lvent assists lite approach  o f  the tw o negatively  cbarged  
reac tion  species, resulting in a m ore associa tive T S , in the 
enzym e these fo rces c learly  act favoring  d issocia tive  TS 
structures, w ith larger valúes o f  the d (P —O ^ ) +  d ( P - O nut.) 
coordinare.
T hus, the environm ent seem s to p lay  a fundam ental role 
determ in ing  the nature o f  the TS in the alkaline hydro lysis  o f 
phosphodiesters. T he reaction  field crea ted  by lhe aqueous 
so lvent favors m ore associa tive TS structu res and  the electric 
field crea ted  by the enzym e stab ilizes the charge separation  
found in d issocia tive TS s tructu res, instead. O ur resu lts  then 
point tow ard  a scenario  w here the A P superfam ily  evo lved  
stabiliz ing  d issocia tive  transilion  structu res. both for phosph 
om onoeslers an d  phosphodieslers.
3 J .  C o o rd ina tion  o f  th e  L eaving  G ro u p . Kole o f  Z n  Ions. 
T h e  ro le  o f  Z n (ll) , as deduced  from  our resu lts. agrees w ith the 
trad itional view  o f  the lw o-cen ter ac tive site in the AP 
su p erfam ily .' w T h is m etal cen ter stab ilizes lhe depro­
tonated  fo n n  o f  the nucleophilic  residue (Thr90). Ilow ever, 
w h ile  Z n (I)  h as  been  p ro p o sed  to  s tab iliz e  the leav ing  
gr oup, 2 1 ' ou r sim ulations indícate  that lhe coord ination  
o í  thc leaving  group  in  the ac tiv e  site depend  on  the natu re  o f  
the leaving  group. K ffectively, in  lhe case  o f  the M pN PP 
substrate . 7.n(I) on ly  coord ínales one o f  the nonbridging oxygen 
a tom s bonded  lo lhe phosphorus atom s, both in the reactants 
and  in lhe TS. A s poin ted  oul above , the n itro  g roup  in pa ra  
position  is able to  delocalizc lhe negative charge very efficienlly. 
In  fact. we found  that the n itro  group estab lishes several 
hydrogen bonds with w ater m olecu les and enzym atic  residues 
in the TS.
To investigale this point we perform ed sim ulations o f  m elhyl 
phenyl phosphate substrate  (M P P  ) in the ac tive site o f  N PP  
by rep lacing  the nitro group  o f  lhe leaving group by a hydrogen 
atom  W e characte rized  the TS fo r the hydrolysis reaction  o f  
this substrate in N PP  by ana lyzing  structu res selected  from  the 
m áxim um  o f  the corresponding P M F  A represonlative snapshot 
o f  thc TS is presented  in F ig u re  7, w here som e averaged  
distances are d isplayed. A s observed , the TS is slill d issociative, 
but the valué o f  the tigh tness co o rd ínate  (4 .88  Á) is sm aller 
than in lhe case  o f  M pN P P  (5 .66  A). Ilo w ev er, the rnost 
relevant change is the coord ination  o f the leaving  group In tire 
case  o f  the M PP  the charge o f  thc leaving group  canno t be 
deloealized  by the nitro group  and thus a c ió se  in teraction  is 
now  estab lished  betw een the O ,, a tom  and  the Z n (I) atom . In 
this case, this alom  Ulereases ¡is coord ination  num ber during 
the reaction  process because o n e  o f  the nonbridg ing  oxygen 
atom s bonded to  thc phosphorus is  still coord inated  lo the metal 
cen ter in tlie T S . In the case o f  th e  M pN PP the leaving  group  
w as not coord inated  to Z n(I) a tom  during  the w hole reac tion  
process. Thus, to  accom m odate th c  TS o f  thc parent co tnpound
(581 Stec. B.: Holtz. K. M.: Kamrowuz. E. R. J. Mol. fíiol. 2000, 29Ó. 
1303—1311
(59) O’ lineo. P. J.t Herschlag. D. Biochrmistn  2002. 41. J207-3225.
(60) O-Unen. P. J.t Ussüa. J. K.; tena. T. D.: Zalatan. J. G.; Herschlag. 
I>. tliochemiary 2008. 47. 7663-7672.
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Figure 7. Represe man ve snapshot and averaged distances (in Á) of the 
TS of the hydrolysis o f MPP ni NPP.
lhe Z n - Z n  d istance m usí be  sliglnly increased . from  5 .50 Á in 
M pN P P  to  6 .12 Á in  M P P  . T h is  resu lt is coun terin tu itive , as 
one  co u ld  expecL, in p rinc ip ie , to  have larger Z n —Z n distances 
to  accom m odate m ore d issoc ia tive  TS stm etures. T he change 
in this tendeney is  due  to  lhe change in the coo rd ination  o f  thc 
Z n  ion w hen the leav ing  g roup  d eve lops  a h igh nega tive charge 
on  thc alom .
T his ab ility  o f  the ac tive  s ite  to  adapt its geornetry  to 
accom m odate d iffe ren t T S s cou ld  exp la in  the p lastic ity  o f this 
enzym e. w hich is ab le  to  recogn ize  and  ca talyze the hydro lysis  
o f  d iffe ren t substra tes. no t o n ly  phosphate  d iesters , bul also 
m onoesters and s u l f a t e s ." 1' 1 Kffectively, w hile m ost probably 
all these reac tions takc p lace  th rough  a D NA N m echan ism . with 
d issocia tive  T S  s tructu res. the specilic  characte ris tic s  o f each  
residue m ay require slight changes  in the ac tive site probably  
tuning lhe Z n - Z n  d islance
4. C o n c lu s io n s
W e h ave liere p re se n te d  a co m p a ra tiv e  Q M /M M  s tudy  o f  
the a lk a lin e  h y d ro ly s is  o f  m elhy l /> n itro p h en y l p h o sp h a te  
(M pN P P  ) in  a q u e o u s  so lu tio n  an d  in  th e  a c tiv e  s ite  o f  
n u c leo tid e  p y ro p b o s p h a ta se /p h o s p h o d ie s te ra se  (N P P ). T h e  
free  en e rg y  b a rrie ra  o b ta in e d  f ro m  o u r c a lc u la tio n s  seern  to  
be  in re a so n ah le  ag re e m e n l w ith  e s ti in a tio n s  from  ex p e ri 
m en ta l m e asu re tn en ls . w hen  av a ila b le , e s p e c ia lly  i f  lhe Ihe- 
o re tica l resu lts  a re  c o rre c te d  fo r the d e t ic ie n c ic s  o f  the 
scm icm p irica l H am ilto n ian . u s in g  h ig h e r le v e l c a lc u la tio n s .
llie  analysis  o f  our M I) sim ula tions c learly  sliow s that the 
reaction  takes p lace  th ro u g h  d ifieren ! reac tion  m echan ism s 
depend ing  on  the env ironm en t. T hus, in aqueous so lu tion  lhe 
reac tion  oecurs hy  m eans o f  an A nD n m echan ism . witli 
associa tive o r tighten  T S  structu res. T hese  s tructu res  are closer 
lo  the reactants than to lhe producís, appcaring at negative valúes 
o f  the reac lion  coordinare. In the enzym e. the reac tion  takes 
place through a D nA s m echan ism , w ith d issocia tive  or loose 
T S  s tructu res. a lso  appcaring  al n ega tive  valúes o f  the reaction  
coordínate. T he reason for this change is due  lo  thc very different 
nature o f  the e lec tro s ta tic  in te rac tions  es tab lished  in  each  o f  
the env ironm ents. l he aqueous so lu tion  red u ces  th e  repulsión  
betw een the nega tive ly  charged  reac ting  species (nucleoph ile  
and substrate). a llow ing a m ore efficien t orbital overlap  betw een 
them . Instead, thc e lec tro sta tic  fea lu res o f  lhe N P P  active site 
stab ilize lhe charge  d is lrihu tion  o f  d issoc ia tive  TS structures, 
allow ing  the reac tion  to  p roceed  w ith  a sign ifican tly  reduced  
free energy  cosí. T h e  A P superfam ily  cou ld  then  be specialized  
in tlic catalysis o f phosphoesters through dissociative mechanism s.
In lcrestingly . th e  N P P  is  ab le  to  accom m odate  d ifferen t 
substrates in its ac tiv e  site , as  dem o n stra lcd  by thc fact that
Jheoretical Study o t Phosphodiester Hydrolysis
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this enzym e possesses secondary activities. In particular, analysis 
o f  the T S  structures o f other substrates in the ac tive site  o f  NPP, 
as fo r exam ple m etliy l phenyl phosphate  (M P P  ), show s thal 
d ifferen t leaving  groups a re  s tab ilized  in d iffe ren t w ays. Thus, 
the n itro  group o f the ¿>-nilropheiiolate anión o f  M pN PP 
estab lishes bydrogen-bond in terac tions w ith  residues found m 
the ou ter part o f  th e  ca taly tic  s ite  and  w ate r m olecules, w hile 
th e  oxygen atom originally  bonded lo the phosphorus atom  does 
not coo rd ínate  directly  w ith the Zn atom s. In ab sence  o f the 
nitro  g roup , the cha rge  o f  the leaving  g roup  o f  the M PP-  is  
suppo rted  to la rger ex tent by  th is  oxygen  ato in . In this case the 
leaving  group is coord inated  to  the Z n (I) atom . A lthough it is 
apparently  surprising , this change resu lts  in to  less d issocia tive  
T S  s tructu res  but w ith larger Z n  Z n  d istances.
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Abstrae*
Wc hcre present a theoretical study of thc alkalinc hydrolysis of a phosphodiester 
(methyi />mlrophenyl phosphate or MpN'PP) in the active site o f E. coli Alkaline 
Phosphatase (AP), a monoesterase that also presenls promiscuous activity as a 
diesterase. The analysis o f our simulations, carried out by means of hybrid Quantum 
Mechanics'Molecular Mechanics (Q M /M M ) methods, shows that the reaction takes 
place through a DnAn or dissociative mechanism, the same mechanism employed by 
.AP in the hydrolysis of monoesters and by a diesterase of the same superfamily. the 
Nucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase (NPP). The promiscuous activity' 
observed in this superfamily can be then explained on the basis o f a conserved reaction 
mechanism. According to our simulations the specialization in the hydrolysis of 
phosphomonoesters or phosphodiesters, developcd in different members o f the 
superfamily, is a consequence of the interactions established with the oxygen atoms of 
the phosphate group and. in particular, with the oxygen atom that bears the additional 
alkyl group when the substrate is a diester. A water molecule belonging to the 
coordination shell of the Mg2+ ion and residue Lys328 seem to play decisive roles 
stabilizing a phosphomonoester substrate bul the later contributes to incrcase the energy 
barrier for the hydrolysis of phosphodiesters. Then. mutations alfecting lhe nature or 
positioning of Lys328 lead to an increased diesterase activity in AP. Finally, the 
capacity of this enzymatic family to catalyze the reaction of phosphoesters having 
different leaving groups, or substrate promiscuity, is explained by the ability of the 
enzyme to stabilize different charge distributions in the leaving group using different 
interactions involving either one of the zinc centers or residues placed in the outer side 
of the catalytic site.
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31. Introduction
Enzyme families can be grouped into evolutionarily related superfamilies and. 
frequently. members of a given superfamily have the abilitv to catalyze reactions of 
their evolutionary relatives.14 These promiscuous activities provide new opportunities 
not only for dcsigning new syntlietic mcthodologies. but also to test mechanistic 
hypothesis, the role of particular residues in a reaction and to understand the way 
followed by evolution to recruil and specialize enzymes for new functions. Structural 
similarities and promiscuous activities can be vestiges of evolutionary events with a 
common ancestor displaying broader catalytic activity.'
Alkaline Phosphatase (AP) superfamily is a group of enzymes that catalyzes phosphoryl 
transfer reactions. This is a fundamental reaction in biochemical processes including 
energy storage, biosynthesis or replication of genetic material/’ 1" Moreover. 
transphosphorylations are kev regulatory mechanisms in cellular signaling." Members 
of this group of enzymes include phosphomonoesterases, phosphodiesterases. 
phosphoglvcerate mutases, phosphopentomutases and sulfatases.12'16 AP. the best 
characterized member of the superfamily, catalyzes phosphate monoesters hydrolysis 
but it also shows secondary activity catalyzing phosphodiesters and related 
compounds.5161 A highly related member of this superfamily is the Nucleotide 
Pyrophosphata.se/Phosphodiesterase (NPP). an enzyme catalyzing phosphodiesters 
hydrolysis18,1 s but it also has secondary activity as phosphomonoesterase2" and 
sulfatase.21 Both AP and NPP have a clear structural relationship as can be seen in 
Figure 1. The two enzymes have an active site containing two zinc ions and a 
deprotonated serme or threonine acting as a nucleophile. A prominent dilTerence 
between AP and NPP is the presence of a third metallic ion in the fonner. a magnesium 
ion (Mg2 ) that could play a fundamental role in the discrimination between phosphate 
monoesters and diesters.”  This ion was initially proposed to play a fundamental role in 
the deprotonation of thc nucleophile.23'24 However, thc absence of this third ion in NPP 
and the lack of any other candidato to act as general base in this enzyme led to a 
reexamination of its ro le /2 Recent studies with lhe E322Y mulant o f E. coli AP in 
which one of the ligands of the magnesium ion was mutated loosing then the ability to 
bound this ion, showed that the absence of this melal center does not inactivate the 
enzyme completly 22 Ibis observation strongly suggests that the magnesium ion does
259
Publicaciones
not medíate general base catalysis. In addition, the E322Y mutant showed a slightíy 
increased activity with diesters, which offers an excellent oppoiturdty to rationalize the 
specificity differences between monoesterases and diesterases of the AP superfamily 2‘
(A) (B)
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Figure 1. Scliematic representation ofthe putative TS ofthe phosphoinonoester and 
phosphodiester hydrolysis in the active sites of Escherichia C oli AP ( A) and 
Xanthomonoas axonopodispv c itri NPP (B).
Obviously, the role of the different constituents of the active sites must be established 
on the basis o f the most accepted reaction mechanisms. In principie, phosphoesters 
hydrolysis may proceed through dissociative or loose transition structures (TSs), ¿n 
which there is an advanced bond cleavage to the leaving group but no bond formation to 
the nucleophile, or through more associative or tight TSs, in which there is bond 
formation to the nucleophile and no bond cleavage to the leaving group/ 
Experimental studies14,27 have established that AP catalyzes phosphomonoesters 
hydrolysis through a dissociative or D»AN mechanism.14,27 However, analysis of Kinetic 
Isotope Effeets (KIEs) and Linear Free Energy relationships (LFERs), found that the 
nature of the TS o f AP catalyzed phosphodiesters hydrolysis is more probably 
associative These studies then suggested that the AP enzyme is able to recogiuze and 
stabilize different TSs. The active site would be then flexible enough to be adapted to 
the characteristics of the Chemical system, avoiding the energy penalty associated to a 
change in the nature of the TS.5 However, the other way around has been also proposed 
to explain the promiscuous activity o f related enzymes In particular the promiscuous 
activity of Protein Phosphatase-1 with phosphonates has been explained on the basis of 
a mechanistic change when going from solution to the active site: this is assuming an
260
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evolutionary scenario in which thc Chemical system is adapted to the protein 
environment.29
In general, theoretical simulations of the reaction process are needed to determine the 
reaction mechanism in a more conclusive way. This is particularly true for the case of 
the phosphoesters hydrolysis because interpretation of experimental data can be 
ambiguous due to the inherent difficulties associated to the fíat nature of the free energy 
surface associated to this process.25 Hybrid Quantum Mechanics ' Molecular Mechanics 
(Q M /M M ) methods50'33 are a powerful tool for studying Chemical reactions in 
condensed phases such as Solutions and enzyme active sites. In previous studies we 
carried out Q M /M M  theoretical simulations of the AP activity with a benzyl 
phosphomonoester (m-nitrobenzyl phosphate or mNBP) finding that the Chemical step 
is dissociative and stepwise. 'llie breaking between the phosphorous and the leaving 
group was found to be the rate-lhniting step.11 in agreement with interpretation of 
experimental data.12 However. our recent theoretical simulations on a phosphodiester 
(methvl p-nitrophenyl phosphate or MpNPP) alkaline hydrolysis in aqueous solution 
and in thc active site of NPP indieatc that most probably a mechanistic change occurs 
when the system goes from one environment to another. Eífectively, while the TS 
seems to be clearly associative in solution.1' a dissociative mechanism is identified in 
the NPP active site.16 Simulations show that electrostatic interactions in solution favor 
more compact structures because the solvent reaction field reduces the repulsión 
between the negatively charged reacting species (nucleophile and substrate). Instead. the 
electrostatic features of the NPP active site stabilize the charge distribution of 
dissociative TS structures, in accordance with the structural similarity between AP and 
NPP active sites. Thus. our Q M /M M  studies would support a picturc of the evolution of 
the AP superfamily in which the reaction mechanism is maintained for different 
substrates, because the active site seems to be specifically designed to favor a particular 
mechanism.
I f  the reaction mechanism is thc same for the different members of the superfamily, then 
the question is now how the different specificities of AP and NPP for a particular 
substrate, phosphomonoesters or phosphodiesters, is attained. According to Herschlag 
and cow'orkers20,22 substrate specificity could come from functional contacts to the 
substrate rather than from differences in the properties of the bimetallic site, which
261
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could induce changes in thc reaction mechanism1'’ The main purpose of this paper is to 
investígate into the promiscuous ability of the AP enzyme to catalyze both the 
hydrolysis of phosphomonoesters and phosphodiesters and to rationalize the origin of 
the prelerenee for lhe formers. We will analyze the hydrolysis reaction of a 
phosphodiester (methyl p-nitrophenyl phosphate diester, MpNPP) in the active site of 
.AP and the results will be compared with those obtained for the same substrate in NPP 
and for a phosphomonoester (w-nitrobenzylphosphate, mNBP) in AP. We will also 
show the results obtained for the same substrate in dilTerent .Al1 mutants. including 
E322Y AP mutant. We anticípate as a general conclusión that, in agreemenl with the 
predictions of Herschlag and coworkers. enzyme interactions with phosphate oxygen 
atoms that do not directly particípate in the hydrolysis process play a decisivo role to 
develop enzyme speciñcity within the AP superfamily.
2. Methodology
2.1. Buildúif; the QM/MM Models.
The starting point for the study ofthe phosphodiesterase activity of AP was taken from 
our previous simulations on the hydrolysis of mNBP in this enzyme.''1 Details of the 
procedure followed are described extensively elsewhere.34 Brielly, the X-rav crvstal 
structure of E. coli AP with Protein Data Bank code l A I.K : was used as the starting 
geometry for the simulations. This structure is a homodimer with two active sites: each 
one was found containing inorganic phosphate. lhe inorganic phosphate of one of the 
active sites was replaced by llie substrate molecule (mNBP) while the other was kept 
empty. The protonation state of titatrable residues was calculated using the cluster 
method' ’s assuming pll -  8, which is the optimum valué for AP,19 and verified using 
the PROPK.A program.1,1 We solvated the system with a water molecules sphere of 40 
A radius centered on the pliosphorus atom of the substrate. Water molecules placed at 
less than 2.8 A from any other non-hydrogen atom of the system were deleted. We 
deftned as flexible all those atoms belonging to residues or molecules found at a 
distance less or equal to 22 A of the phosphorus atom. lhe system was then optimized 
and equilibrated by means of the combination of steepest-descent and conjúgate 
gradient optimizations and molecular dynamics (M D ) simulations.
In the present work a structure corresponding to the reactant state of mNBP hydrolysis 
was used as a témplate to model the reactant state of MpNPP hydrolysis. This 
phosphodiester was placed into the active site overlapping the phosphate groups with
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thc uncharged oxygen atom bearing thc mcthyl group (03 in f  igure 1A) oriented 
toward the Mg2* site. This criterion was taken according to the conclusions obtained by 
Herschlag and coworkers on the basis of their analysis of lhe reaetivitv of dilferent 
enanliomers ofthe phosphorothioale diester/2
.As found in our previous theoretical study in .AP, a large QM subsystem is needed to 
reproduce the charge-transfer effeets between the reactive system and the neighboring 
residues.34 lhe QM región contains the Serl02 residue. the Argl66 residue, the Lys328 
residue, the substrate (MpNPP), the two zinc ions and their coordination spheres 
(Asp51, Asp369. His370, Asp327, His331, llis412) (see Figure 1 A). Because of the 
small size of the serine side chain. we included part ofthe previous and next residues of 
the protein sequcnce (AsplOl and A la i03) in thc QM región. To satúrate the valence of 
the Q M /M M  frontier we used thc link atoms procedure,42'43 placing these link atoms 
between the C„ and Cp atoms of each residue. except for residues .AsplOl and .Ala 103 
where the link atom was placed between the carbonyl carbón and Ca atoms. The number 
of QM atoms then became 139. As was done in previous studies,14 3644 45 we ased the 
semiempirieal Hamiltonian AMl/d-PhoT (hereafter simply named as A M ld )44 to 
describe the QM región. This Hamiltonian incorporates d-extension for the phosphorus 
atom and modified AM1 parameters for oxygen and hydrogen atoms, while the 
remaining atoms are described at the AM1 level. The M M  región was described by 
means of the OPLS-AA46'4 and TIP3P48 potentials as implemented in fDYNAM O  
library.49
This system was then optimized by means of a series of geometry optimizations 
combining steepest-descent and conjúgate gradients steps. The total system consista of 
30190 atoms, of which 21924 atoms were kept frozen during all of the subsequent 
simulations (those belonging to residues or molecules placed more than 22 Á away of 
the phosphorous atom). A switched cutoff, from 14 to 16 A. was employed for all non- 
bonded M M  interactions (including the frozen atoms), while the QM región was 
allowed to internet with every flexible MM atom. M D simulations were performed in 
the reactant state to warm up the system from 0 to 300 K. Finally. the system was 
equilibrated at 300 K using the N V T  ensemble and the Langevin-Verlet integrator with 
a time step of 1 fs. lhe total simulation time employed to equilíbrale the system was 
300 ps. All the Q M /M M  calculations were carried out using (DYNAM O.49
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2.2. A lkaline Phosphatase Mutants
We also study the MpNPP hydrolysis in the active site of the E322Y AP mutant using 
lhe erystal structure with Protein Data Bank code 3DYC32 as the starting geometrv for 
the simulations. Protonation state o f titratable residues al pH=8 was delermined using 
the PROPKA program.'10"  The protein was solvated with a water molecules sphere of 
40 A radius centered on the phosphorus atom of the substrate and the flexible región 
was defined containing all the atoms of residues or molecules within a sphere of 22 A 
radius centered on lhe phosphorus atom. lhe total system, which contains 30259 atoms, 
of which 21934 were kept frozen, was optimized by means of the combination of 
steepest-descent and conjúgate gradient optimizations and warmed up to 300 K with a 
series of M D  simulations. Finally, the system was equilibrated at 300 K using thc N V T  
ensemble and the Langevin-Verlet ¡ntegrator with a time step of 1 fs during a total 
simulation time of 300 ps.
Comparing the active sites of AP and NPP, other mutations of residues of the AP active 
site were proposed to be studied in order to improve his secondary activity as 
phosphodiesterase. The first mutant was designed replacing the Lys328 of wild type AP 
(wt AP) by a tyrosine (K328Y AP) while a second one was designed replacing the 
Lys328 by a tyrosine in the active site ofthe E322Y AP mutant (E322Y/K328Y AP). 
The same protocol described above was followed. lh e  equilibration time in these 
mutants was longer (500 ps) in order to allow the system to relax after introducing the 
mutation in the x-ray structures of wt AP and E322Y AP mutant.
In all llie mutants. the QM región contains the same residues defined above in the AP 
system together with the substrate and was described by means of the A M ld  
Hamiltonian whereas the rest of the system was treated by means of the OPLS-AA and 
TIP3P forcé fields. The total number of QM atoms was 139 when residue 328 is a lysine 
and 138 when this residue is replaced by tyrosine. All the Q M /M M  calculations were 
carried out using ÍDYN A M O .49
2.3. Potentials of.Mean Forcé
To analyze the energetics of the Chemical reaction we performed the potenlials of mean 
forcé (PMF)50 in all the systems previously prepared at a reference temperature of 300 
K. The antisymmetric combination of the distances describing the breaking and forming 
bonds (d(P-Oi*)-d(P-CW), see Figure 1A for atom labeling) was employed as 
distinguished reaction coordínate (RC). The umbrella sampling approach51 was used to 
constraint the system cióse to a particular valué of the reaction coordínate by means of
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thc addition of a harmonic potcntial with a forcé constant of 2500 k j m o l1 A 2 The 
probability distributions. obtaincd from a M D simulation within each individual 
window, are put together by means of the vveighted histogram analysis method 
(W H A M )52 to obtain the lull probability distribution along the reaction coordínate. Each 
window consisted of 10 ps of equilibraron followed by 15 ps of production. The total 
number o f Windows emploved to cover the whole range of the reaction coordínate in all 
the enzymatic systems where around 200, with small variations in each enzymatic 
svstem.
As done in our previous study.36 we performed a two-dimensional PMF (2D-PMF) for 
the MpNPP hvdrolvsis in the AP active site to verify that the mechanism described by 
the one-dimensional PMF using the antisymmetrie coordínate is the only available in 
the active site. The 2D-PMF at a reference temperature of 300 K was performed as a 
function of the two distances corresponding to the breakmg and fomiing bonds (d(P- 
Oig) and (P-Onuc)) treated independently. We emploved 630 Windows to generate the 
2D-PMF and each window consisted of 10 ps of equilibration and 15 ps of production. 
The foree constant applied to each of the two distances was 2000 k j mol'1 A'2.
2.4. Comparisun benveen theoretical and experimental free  energy barriers 
Comparison of experimental and theoretical kinetie data is particularly complicaled in 
this superfantilv. Inorganic phosphate. the product of the hydrolysis reaction, is a very 
efficient inhibitor of the enzymatic activity. This effect is the origin o f the poor 
agreement between the kinetie constants (kca and K m )  determined in independent 
studies where saturating concentrations of inorganic phosphate were required lo have 
appreciable changes upon hydrolysis.39 Well converged valúes of kinetie constants were 
determined only after the developnient of high sensitivitv i:P-based methods, ahle to 
work bclow the range where product inhibition occur.19 Unfortunatclv, under saturation 
conditions only km'kM can be measured. This provides thc free energy bamer as 
measured front the ground statc of the free enzyme and substrate in solution ( AG¿), 
while theoretical simulations are carried out from the substratc-enzyme Michaclis 
complcx, providing a different valué of the free energy barrier ( A ). As shown in 
Scheme 1 and equation 1. both quantilies are related through the binding free energy of 
the substrate:
A G i= A G ^ -A G w  (1)
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3. Rcsults and Discnssion
3.1. Reaction Mechanisms o f Phosphodiesters Hydrolysis in AP.
In previous studies we used the Q M /M M  methodologv described before to investígate 
into the reaction mechanisms of the alkaline hydrolysis of MpNPP in aqueous solution 
and in the active site of NPP.,V16 Our results showed a mechanistic ehange when going 
from thc aqueous solution to thc NPP active site: a tighl TS was obtained in solution 
while a much looser or dissociative TS was found in the enzyme. Thesc difFerences 
where rationalized in terms of the very dilferent nature of the electrostatic interactions 
established between the Chemical system and the surroundings in these two 
environments. In aqueous solution the system feels a reaction field that essentially 
reduces tlie repulsión between the two negatively charged reaction fragments (the 
hvdroxide anión and MpNPP) by a factor roughly equal to the dielectric constant. Then, 
i f  the electrostatic repulsión is diminished, Chemical forces domínate the process and an 
associative pathway is obtained. In the NPP active site the situalion is quite different. 
There are no free rotating dipoles able to be adaptcd to any ehange in the charge 
distríbution of the reacting fragment and to produce a reaction field. Instead, we have a 
much more permanent electric fíeld designed by evolution to stabilize the charge 
distríbution o f a dissociative TS.
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F igure  2. Potentials of Mean Forcé obtained for the alkalinc hydrolysis of MpNPP in 
aqueous solution, NPP and wt AP.
In this work, we have carried out the simulations corresponding to the hydrolysis of 
MpNPP in the AP active site. We obtained a one-dimensional PMF using as 
distinguished reaction coordínale the antisymmetrie combination of the distances from 
the phosphorous atom to the nucleophile and from the phosphorous atom to the leaving 
group (RC - d (P -(\) - d(P-0„„t)). The resulting free energy profile, together with those 
previously obtained in aqueous solution and in NPP, are presentad in Figure 2. The 
shapc of thc free energy profile is quite similar to that obtained in NPP; it presents a 
plateau around the TS región, while the profile in solution displays a well-defined bell- 
shape. The ehange in the shape is attributed to the ehange in the meehanism from 
associative in aqueous solution to dissociative in both enzymatic active sites. This 
difference in the reaction mechanisms can be analvzed by means of thc averaged P-0|f 
and P-Onuc distances obtained along the free energy profiles. as shown in Figure 3. 
These averaged distances have been drawn on the 2D-PMF obtained for the AP 
enzymatic reaction. as described in the previous section. This figure confirms the fact 
that the reaction meehanism in solution is associative, while it is dissociative in the two 
enzymatic active sites. The reaction at its first stages can be described. in all the
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environments. as an approach o f  the nucieophile to the phosphorous atom w h ile  the 
leaving group remains strongly bonded. In aqueous solution the reaction continúes 
w ithou t appreciable changes in the P-Oi* distance un til the form ation o f  a transient 
compact pentacoordinated structure w ith  distances to the leaving and nucleophilie 
oxygen atonts o f  about 1.9 Á . The bond betw'een the phosphorous atom and the leaving 
group oxygen atom is broken only after this tigh t structure is fortned. In  both AP and 
NPP enzymes. the reaction proceeds in  a com pletely ditTerent way; the cleavage o f  the 
P-Oig bond begins in  a much earlier stage o f  the reaction. in  such a w ay that the system 
reaches regions where hoth distances (P-Onuc and P -0 |g) correspond to nearly broken 
bonds (around 2.8 A), fo rm ing  a transient trieoordinaled structure. Once the new P-Onuc 
bond has been completed, thc distance between thc phosphorous atom and the leaving 
group increascs again. The 2D -P M F confirm s that this dissociative or DnAn meehanism 
as the on ly  available fo r the hydrolysis o f  M pNPP in the AP active site. A n  associative 
A nD n pathway, as the one observed in solution. w ould  cross through regions w ith  
h igher free energies.
Averaged distances from  tire phosphorous atom to the nucieophile and the leaving 
group fo r thc TSs and thc reactants are provided in Table 1 fo r thc three profiles. The 
geometries o f  the TSs. in  particular the valué o f  the sum o f  the bond distances from  
phosphorous atom to the nucieophile and the leaving group oxygen atoms, con firm  the 
d iñeren t nature o f  the reaction meehanism in solution and in the enzymes. This is 
further confirm ed from  the analvsis o f  the Pauling bond orders '' o f  the phosphorous 
atom to the oxygen atoms o f  the leaving group and the nucieophile at the TS. In 
aqueous solution these bond orders are 0.83 and 0.46, respectively; fo r the reaction in 
NPP we obtained 0.32 and 0.14 and fo r the reaction catalyzed by AP we obtained 0.17 
and 0.29. This is, the sum o f  the TS bond orders is larger than one in aqueous solution 
(1 .29) and lower than one fo r the reaction in NPP and AP (0.46 in both cases), 
co n lirm ing  the associative nature o f  the meehanism in solution and the dissociative 
meehanism in  the tw o enzymes.
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Figure 3. Averaged valúes of the P - O n u c  and l'-0 |? distances found during the reaction 
PMFs in solution (blue), in the NPP active site (red) and in the AP active site (black) 
projected on the 2D-PMF obtained for the latter. The arrows point to the TS locations.
Table 1. Free energy barriere computed at A M ld /M M  level for the MpNPP hydrolysis 
(in Real-mol1) and relevan! averaged distances (in A).
Aqueous Solution" NPP* AP
Reactants TS Reactants TS Reactants TS
AG ’M í  id  /  M U
0.0 20.5 0.0 8.9 0 0 13 5
(P -o .,) 1 67 ± 0  03 1 81 ± 0  05 1.71 ± 0 0 3 2.53 ± 0 .10 1 69 ±0.04 2 68 ±0 11
d (P -C U ) oo 2.23 ± 0  06 4 59 ± 0 0 5 3 13 ± 0 .1 0 4 16 ±0.05 2 3 2  ±0 11
d(0 « - C \ ) 00 4 03 ± 0  10 6 03 ±0.11 5 .5 7 ± 0  19 5 52 ±0.09 4 92 ±0.22
< K P -0 ,,> d(P -0„) -oo -0.43 -2 8 8 -0.60 -2.47 0.36
d íP -U .rid lT -ÍJ^ .) 4 0 5 6.29 5.66 5.85 5.00
aFromref35 Fromref36.
The free energy barrier ordering obtained from the monodimensional PMFs agrees with 
the expected behavior: 20.5 kcal n io l1 for the aqueous solution reaction. 13.5 Real-mol'1 
for the reaction in AP and 8.9 kcal n io l1 for the NPP reaction. Ibis is, the valué 
obtained for the hydrolysis of the phosphodiester in AP is in between the free energy 
barriere of the uncatalyzed process and the reaction catalyzed by its natural enzyme: AP 
catalvzes the hydrolysis of phosphodiesters but less efficiently than NPP. It must be
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noted that the A M ld /M M  methodology em ployed here has bcen shown to produce 
s lig h tly  underestimated free energy barriers.33'36 The predictcd activation free energy in 
aqueous solution is in  reasonable agreement w ith  the valué derived lfom  the 
experimental rate constant measured in solution at 42°C. 25.9 k c a lm o l'1. '  W ith respect 
to  the enzymatic proeess, the calculated free energy barrier fo r the reaction in NPP is 
4.6 k c a lm o l1 low er than in  AP (see Table 1), which seems a reasonable estimation 
according to the experimental observation o f  a faster reaction in  the fonner than in the 
latter. Moreover. the free energy barrier estimated using the same Q M /M M  
m ethodology fo r the departure o f  the leaving group in the stepwise meehanism o f  
m N BP hydrolysis in  AP was 10.2 k c a lm o r1,31 this is 3.3 kcalmor1 low er than fo r 
M pNPP, in agreement w ith  the faet that A P  is better monoesterasc than diesterasc. The 
second order rate constants (Iíc i/K m ) fo r the enzymatic reaction o f  m NBP and MpNPP 
in the presence o f  AP (1 .8 1 0  and 18 M  1 s '1, respectively)22 can be tiaaslated to a free 
energy barrier difference (estimated from  free enzyme and substrate) using the 
fo llo w in g  relationship:
Í - ]
t o O i  = AGÍ.KfMPP -  AOJ.hw = - K T  ln , *  y "  ^
*(•1 |
A ccord ing  to  equation 2 and using the experim entally determined rate constants. the 
free energy barrier is reduced by 8.2 kcal m o l1 when going from  the dicstcr to the 
monoester. I f  we assume a more negativo bindrng free energy fo r m NBP. w hich is the 
specific substrate o f  AP (this is, AJGW  -  > 0 ), then the valué
provided by cq. (2 ) should be an upper lirrú t fo r the free energy barrier difference 
estimated from  the M ichaelis com plex ( a . see eq. 1), in  agreement w ith  the result 
o f  our simulatioas.
Figure 4 shows representative snapshots o f  the reactant State corresponding to  the 
MpNPP and m N BP hydrolysis in A l1 and averaged valúes o f  some significant distances. 
l ite  M pNPP m olecule was placed into the active site w ith  the uncharged oxygen atom 
o f  the phosphate group (the one bearing the m ethyl group. 0 3 )  oriented toward lhe 
M g : '  site, according to the conclusions obtained by Herschlag and coworkers hased on 
the ir analysis o f  the reactiv ity  o f  d iffe ren t cnantiomers o f  a phosphorotioatc diester "  
W e tried  d iffe ren t conformations fo r the m ethyl group, ro tating around thc P -0 (R ')  
bond. In all cases we lound that the m ethyl group was fin a lly  placed as shown in figure
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4. Th is m ethyl group is placed in such a way that establishes a C-H -O hvdrogen bond 
w ith  thc nucloophilic  oxygen atom o f  S erl02. This k ind o f  hydrogen bond interaction 
has be en doeumented fo r other systems and it has been well eharaclerized w ith  
theoretical methods.54"  We cheeked the performance o f  the A M 1 d H am illon ian to treat 
these interactions comparing the results obtained fo r a model system (H jC H  • O H  ) 
w ith  higher level calculations: M 06-2X 54 and M P25 ' s w ith  tlie 6 -311-+G (2d f.2p ) basis 
set. lh e  H - O  distance and the interaction energies obtained w ith  the sem iempirical 
H am illon ian (1.87 A and -6.28 kcal m o l1) were in  quite good agreement w ith  those 
obtained at the M 06-2X  level (1.97 A and -7.15 kcal m o l'1) and at the M P2 one (1.97 A 
and -6.65 kcal m o r1).
As ohserved in  Figure 4, the tw o  nonbndging oxygen atoms o f  thc phosphate group 
establish strong interactions w ith  one o f  the Zx\~* ions (O I w ith  Z n (I) and 0 2  w ith  
Z n ( ll) ) . In addition, the later oxygen atom also makes a hydrogen bond w ith  the 
backbone amide o f  S erl02 . Lys328 shows also a stab iliz ing contact w ith  the oxygen 
atom bearing the methyl group (0 3 ). Obviously, these interactions are much stronger in 
the case o f  a monoester since the negative eharges on the oxygen atoms are larger. As 
shown in Table 2 the averaged M u llikcn  eharges on the oxygen atom interacting w ith  
Z n (I)  (O I )  are -1.07 and -0.51 a.u. fo r the reactant stales o f  mNBP and MpNPP, 
respectively. The corresponding eharges on the oxygen atom interacting w ith  the 
S erl02 amide group (0 2 )  are -1.15 and -1.01 a.u., respectively. F inally the eharges on 
0 3 , the oxygen atom bonded to  the methyl group when the substrate is a diester, are - 
1.10 and -0.55 a.u. fo r m N BP and MpNPP. respectively. This oxygen atom interaets in 
both cases w ith  Lys.328. being the averaged hydrogen bond distance shorter fo r mNBP 
than fo r M pNPP (2.12 and 2.41 A respectively, see Figure 4). In the case o f  the 
monoester this oxygen atom also presents a hydrogen bond interaction w ith  one water 
tnolecule belonging to  the eoordination shell o f  the M g 2 center. Ib is  interaction is not 
observed in the reactant State o f  MpNPP, where the water molecule interaets w ith  
A sp l53 . w hich in tum  is hydrogen bonded to Lys328. In the reactant state o f  mNBP, 
Asp 153 is hydrogen bonded to  A rg l6 6 , not shown in Figure 4. Thus. and in agreement 
w ith  thc hypothesis o f  Herschlag and cow orkcrs ." functional contacts to the substrate 
d iffe ren t to the b im eta llic  site conlribute to the speeifícily difference between AP and 
NPP. Accord ing to our structures, it seems that interactions w ith  phosphate oxygen 
atoms. and in particular the differences observed when one o f  these oxygen atoms bears 
or not an a lky l group, could be determinant to understand the preference o f  AP for
I
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phosphomonocstcrs. F ina lly , hydrogen bonds are also cstablishcd between tw o  oxygen 
atoms o f  thc phosphate group in M pNPP and A rg l6 6  (see Figure 1A), but these 
hydrogen bonds are also observed in the case o f  the phosphomonoester.34 Figure 4 also 
shows the distances o f  sonie residues in volved in the coordination o f  the M g "' that w ill 
be important when anal>7,1 ng the behavior o f  the F322Y mutant (see below).
Table 2. Averaged M u lliken  eharges (in  a.u.) obtained fo r the oxygen atoms bonded to 
the phosphorous atom in the reactant and transition statse o f  the hydrolysis o f  m NBP 
and MpNPP in AP. See Figure 1A  fo r atom labeling
Atom mNBP MpNPP
Reactants TS Reactants TS
O I -1.07 -0.94 -0.51 -0.94
0 2 -1.15 -1.08 -1.01 -0.99
0 3 -1.10 -1.04 -0.55 -0.74
O * -0.82 -0.83 -0.71 -0.65
1 w -0.71 -0.74 -0.74 -0.81
Zn(l)
6 502.05
m NBP ,1 96
J  97
2 18.2  12
2.071
1 86
1 90
Glu322
634M pNPP
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2 41 C 2 13
¡1 86
Figure 4. Representati ve snapshots o f  the reactant state o f  M pNPP ( le ft)  and m NBP 
(r ig h t) h y d r o ly s is  ln the active site o f  AP. Averaged distances are given in Á.
Comparing thc averaged structure o f  thc TS o f  M pNPP hydrolysis in A P  (see Figure 5) 
w ith  the reactant state (F igure 4 ) somc interactions contributing to the relative
17
stabilization o f  thc TS can be observed. The hydrogen bonds establishied between 0 2  
and the amide group o f  S erl02  and between 0 3  and a water m o lecu lc o f  the 
eoordination shell oí' the M g 2 ion are re inforced when going from the reactant to  the 
transilion state. The lirs t hydrogen bond is stronger than the second. no t on ly  because 
the distance is shorter (1.98 and 2.37 A , respectively) but also because the averaged 
charge on the 0 2  atom at the TS is larger, in absolute valué, than the charge o f  the 0 3  
oxygen atom (-0.99 a.u. and -0.74 a.u.. respectively. as seen in Table 2).
An im portan l difference o f  the TS structure w ith  respect to the reactant structure is the 
position o f  the m ethyl group. In the course o f  the reaction the phosphate group must be 
¡nverted and then the methyl group must break the interaction established w ith  the 
nucleoph ilic  oxygen atom. In addition, during the inversión process the m ethyl group is 
confronted to Lys328. w h ich  loses the interaction w ith  the esterifíed oxygen atom (0 3 ). 
As discussed below, this interaction between the Chemical system and Lys328 w i l l  then 
make a d itfe ren tia l eontribution stab iliz ing the reactant state re la tive ly to  the TS. th is is 
increasing the energy' barrier. The position o f  Lys328 is held by means o f  a strong 
hydrogen bond (between charged residues) established w ith  A sp l53 , w hich, as 
explained before, is also hydrogen bonded to  a water molecule o f  thc eoordination shell 
o f lh e  M g"' ion and to A rg ló ó .
5 68
Zn(ll)MpNPP
2.3)
1.87
J«g
2 31
1 89 Olu322
F igure  5. Reprcsentative snapshot o f  thc transition state fo r the M pNPP hydrolysis in 
the active site o f  AP. Averaged distances are given in A.
In  ordcr to gct a deeper insight in to thc impact o f  these and other residues in the 
cata lytic ac tiv ity  o f  thc enzvme. we computed thc averaged eontribution to thc energy 
barrier o f  the interaction energy o f  each residue w ith  the reacting system (S erl02  plus 
the MpNPP). This eontribution is calculated as the dilference o f  lhe interaction 
established in the transition and reactant state:
where {..,}w and (...) denote averages over thc transition and reactant States o f  thc
reaction, respectively. and the subscripts ( i )  refers to the residues. The interaction 
energy o f  a particular residue w ith  the reacting system was computed over 100 evenly 
spaccd structures saved from  a 100 ps Q M /M M  M D  sim ulation in  the reactant and 
transition states. The interaction energy ineludes both electrostatic and van der Waals 
terms. The electrostatic interactions are calculated treating the residues as a collection o f 
po in t eharges obtained either from  the forcé fie ld  ( i f  they belong to the M M  subsystem) 
or from  a M u llike n  analysis ( i f  they were o rig ina lly  included in the Q M  subsystem) 
w h ile  thc reacting fragments are described at the A M ld  level. The eontribution o f  thc 
interaction energy o f  each residuo to the energy barrier is depicted in f ig u re  6. A  
negative valué means that the interaction energy- w ith  th is residue contributes to  reduce 
the energy barrier and a positive valué means that contributes to increase it. It should be 
taken into account that the interaction energy w ith  the reacting fragment does nol 
provide thc complete eontribution o f  a given residuo to the energy barrier. as fa r as it 
can also make a eontribution through the interactions w ith  other enzymatic fragments in 
the reactant and transition States. Anyway, the quantities presented in Figure 6 mav be 
useful to understand the cata lytic properties o f  AP w ith  MpNPP. The residues provid ing 
a more negative eontribution o f  thc in leraction energy to  the barrier are A rg l6 6  and 
Lys l67 . The firs t is able to  internet w ith  tw o  o f  thc oxygen atoms o f the phosphate 
group (see Figure 1A) and these interactions are slrengthened al thc TS. L y s l6 7  is 
placed at the outer side o f  the active site and establishes a strong electrostatic interaction 
w ith  the n itro  m oietv o f  the leaving group at the TS. The averaged M u llike n  charge o f  
the n itro  goup at the TS is -0.84 a.u. Other residues appearing w ith  large negative 
oontributions in  Figure 6 are A spS l, Lys91, A sp l53 , L y s l7 7  and Lys209. Their 
contributions can be rationalized in terms o f  the charge transfer taking place from  the 
nucieophile to  the leaving group and the large charge separation attained at the TS. The 
residue w ith  the largest positive eontribution. and then increasing the energy barrier, is
(3)
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Lys328. .As mentioned beforc this residuo presents a hydrogen bond interaction w ith  thc 
oxygen atom 0 3  at the reactant state while  it is confronted to the methyl group at the TS. 
Other residues m aking im portant positive oontributions through thc interaction energy 
are Asp97, G lu411, llis412  and the n ie ta llic  centers Z n ( ll)  and M g 2'. The Z n (II)  and
the charge separation in the reacting subsystem is larger and then the net electrostatic 
eftect o f  these tw o  m etallic  centers is positive. It must be taken in to  account that the 
leaving group is able to  delocalize the charge through the n-electronic system and the 
n itro  group and then the leaving group oxygen atom (O ig) does not support a large 
negative charge. This effect w ou ld  also explain the small interaction energy' eontribution 
to  decrease the barrier o f  the Z n ( l)  center. There are several points to  be stressed when 
analyzing these data. F irs t as said before. the interaction energy is not the whole 
eontribution o f  each residue (or m etallic center) to  the energy barrier. Second. in this 
analysis we are not considering the b ind ing energy step. since we compare the TS to the 
M ichaelis complex. F ina lly. it seems that AP is able to  stabilize TSs using d iffe ren t 
strategies depending on the nature o f  the leaving group. So, when the substrate is 
M pNPP, the leaving group is able to  delocalize the charge and then L y s l6 7  can play an 
im portant ro le in TS stab iliza lion and not the Z n (I) ion. Inslead. when the substrate has 
a worse leaving group. such as in the case o f  the hydrolysis o f  the m NBP monoester5'1 or 
o f  the m ethyl phenyl phosphate diester,56 Z n (I) can play a major role stab iliz ing the TSs, 
since the charge cannot be e ffic ie n tly  delocalized on the leaving group and then a large 
frac lion  o f  this charge is now localized on the 0 |g atom at lhe TS, as seen in Table 2 
com paring the eharges on this atom fo r the tw o substratos. Indeed. in  the case o f  the 
n iN B P  we checked that the contrihutions o f  the interaction energy o f  both Zn centers 
w ith  the reacting systems are negative (-24.8 and -11.5 kcal m o l1 fo r Z n (I) and Z n (ll) . 
respectively) . lnteresting ly, these d iffe ren t strategies employed by AP to interact w ith  
the charge d istríbution o f  d ifferent TSs (through specific interactions w ith  thc phosphate 
group oxygen atoms or the leaving group), explain the substrate prom iscuity displayed 
by the AP. In fact, th is  enzvme is able to catalyze the hydrolysis o f phosphoesters w ith  
d ifferent leaving groups.51" 22
M g !l centers electrostatically stabilize the nucieophile in  the reactant state. A l the TS
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F ig u re  6. Averaged eontribution o f  the interaction energy o f  each residue w ith  the 
reacting system (S e rl0 2 + M p N P P )to  the energy barrier o f  the MpNPP hydrolysis in the 
active site o f  AP. Residues are ordered according to the sequence and the m etallic  
centers were added at the end.
A fte r reaching the TS. the hydrolysis reaction o f  M pNPP in AP continúes when S erl02 
and thc methylphosphate group m utua llv  approach to fo rm  the ncw P-Onut bond. In  this 
case, during this approach both the nucieophile and the methy lphosphate group remain 
bounded lo  lhe zinc centers (Z n ( ll)  and Z n (I) respectively) In ih is  way. the eovalent 
enzyme-methylphosphate intermedíate obtained as a product o f  this reaction step is 
found in between the tw o  zinc sites, as shown in Scheme II  (F. P intermedíate I).
3.2. A P  mutants.
G lu322 is one o f  the residues be longing to the eoordination shell o f  the M g 3’ ion in AP. 
In  NPP, Tvr205 occupies the región corresponding to  tíre M g 3 site Thus, Herschlag 
and coworkers prepared a mutant o f  AP w ith  G lu322 rcplaced by tyrosine (E322Y AP). 
Since this mutant does not contain a M g ¡‘ ion the active site is closer to that o f  NPP. 
A ccord ing  to the structural changes, the E322Y m utation produced a d iffe ren tia l effect 
on monoesters and diesters hydrolysis. The valué o f  k^,, K m fo r tlie  reaction o f  E322Y 
A P  w ith  MpNPP is s ligh tly  increased w ith  respect to the valué determined fo r w t AP 
(35 and 18 M  ' s '1 at 25° C, respectively) which can be converted into a free energy
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barrier ehange ( M G ' ) o f  approxim atelv -0.4 kcal m o l1. The effect o f  the m utation on 
the m N BP hydrolysis is m arkedly different, the valué o f  kca/KM is severely reduced 
from  1.8-10 M  '  s'1 in  w t AP to  35 M ' s ' 1 in the E322Y AP mutant. This dramatic 
reduetion means that the free energy barrier measured from  free enzvme and substrate 
in  solution (a g '¡ ) is increased by 7.9 kcal m o r '.
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W e traced the corresponding PM F fo r the hydrolysis reaction o f  M pNPP in the active 
site o f  the E322Y A P  mutant fo llo w in g  the same protocol than fo r w t AP. The free 
energy barriers from  the M ichaelis com plex, ( a g ^ )  determined fo r E322Y and w t AP 
and other mutants that w ill be analyzed below, are provided in Table 3. The free energy 
profiles are given as supplementary material.
Tah le  3. Free energy barriers computed at A M ld /M M  level ( in  kcal m o r ')  and 
averaged distances (in A )  fo r the M pNPP hydrolysis in d iffe ren t AP mutants.
E322Y K328Y E322Y/K328Y
Reactants TS Reactants TS Reactants TS
^AUH/MU 0.0 12.1 0.0 12.0 0.0 9.1
(P -o .,) 1.71 ± 0 .0 4 2.48 ± 0 1 5 1 69 ± 0 .0 3 2 3 7 x 0 .1 4 1 7 2 x 0  04 2.08 ± 0 1 5
d ( P - 0 „ ) 4.25 ±  0.06 3.08+0.15 4.36 ±0 .05 3 .0 0 x 0 .1 4 4 86 x0.06 3.01 ±0.14
d f c w c v 5.89 ±  0.08 5.42 ± 0 .2 7 5.65 ± 0 .1 6 5.21 ± 0 .2 6 6 14 ±0.12 4 98 ±0.26
d (P -() ,,) .d (P -0 „J -2.54 -0 60 -2 67 -0 6 3 -3 14 -0.91
d (P -0 ,,> ± d< P -0 „) 5 9 6 5 56 6.05 5.37 6  58 5.09
Note that these free energy barriers cannot be d ireetlv compared to the experimental 
valúes because they d ifte r in the b ind ing free energy. However. i f  the m utalion does not 
drastically alter the b ind ing  free energy, then there should be a parallelism in the chango 
o f  free energy barriers as measured from  M ichaelis com plex and from  free enzyme and 
substrate. This seems to be the case fo r this enzyme: the valúes calculated fo r a i n  
w t AP (Table 1) and in  the E322Y mutant (Table 3) g ive a d im inution o f  the free energy 
barrier o f  1.4 kcal m o r1 upon m utation. This trend agrees w ith  the observed reduction 
in the valúes o f  a ü ¡  by 0.4 kca l mol 1 as determined from  the experimental second 
order rate constants.
As far as our simulations are able to reproduce the experimental trends. we can use thcm 
to understand the consequenees o f  the mutation on the reaction process at the molecular 
level. Figure 7 shows snapshols o f  the reactant and transition slates o f  MpNPP in the 
active site o f E322Y AP w ith  averaged valúes o f  some kev distances. Im portant changes 
take place in the active site o f  AP when this enzyme does not bound the M g 2* ion. The 
water moleeules o f  the eoordination shell o f  the ion are not found in the active site o f 
the mutant and A sp51 is no longer b ridg ing  between the M g 2* and the Z n (II) centers. As 
observed in Figure 7. Asp51 now establishes a hydrogen bond interaction w ith  Lys328
278
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and displaces this residue from  the ncighborhood o f  the methyl group I# is im portant to 
po in t out that this interaction observed in our simulations between I.ys328 and Asp51 is 
not found in the X-ray structure o f  the E322Y A l’  mutant.22 l i l is  enzyme is crysta llized 
w ith  a h igh ly  charged inorganic phosphate anión in the active site and this ion 
established a water-mediated interaction w ith  Lys328. This interaction disappears when 
the diestcr is placed in the active site because the partial charge o f  the m cthy l- 
substituted oxy gen atom is considerably smaller (in  absolute valué) than fo r the oxygen 
atom o f  the phosphate anión. Then, as shown in Figure 7 Lys328 establish a strong 
interaction w ith  Asp51 in  the E322Y mutant This displacement o f  I.ys328, together 
w ith  the absence o f  the water molecules coordinated to the M g ‘ 4 ion. makes room  in the 
active site to place the methyl group o f  MpNPP, especially at lhe TS when thc 
phosphate group must be inverted. The consequence is a modérate reduction o f  the 
activation free energy as reflected in the experimental rate constants and our calculated 
activation free cnergies.
Figure 7. Representan ve snapshots o f  the reactant state (right) and transition state (le ft) 
fo r the reaction o f  hydrolysis o f  M pNPP in lhe active site o f  E322Y AP. Averaged 
distances are g iven in  A .
Accord ing lo  our interpretation o f  the rcsults obtained fo r the E322Y AP mutant.
ab ility  o f  the active site to catalyze thc hydrolysis reaction The direct effect is related to 
lhe fact that water molecules ong ina lly  coordinated to the ion does not appear in thc 
active site o f  the mutant. One o f  these water molecules plays an im portant role 
stab iliz ing one o f  the nonbndging oxygen atoms o f  the monoester in the w ild  type
MpNPP
MpNPP
AspS1
Lys328
Tyr322
Lys328 Tyr322Asp153
Asp153
deletion o f  the M g “* ion o f  the active site has direct and indirect consequences on the
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enzyme (see Figure 1A). This observation w ould  explain the considerable reduction o f  
the monocstarasc ac tiv ity  in  the mutant.22 The calculated free energy p ro file  associated 
to the breaking o f  the P-0|g bond o f  m N BP in the aetive site o f  the mutant shows a free 
energy barrier a g ^  o f  20.4 kcal m o l'1, this is 10.0 kcal m o l'1 higher than in w t AP (see 
supplementarv material), in  reasonable agreement w ith  the inerease o f  7.9 kcal m o l'1 
observed from  the second order rate constants. lh e  indirect e lfect is due to the 
displacement o f  Lys328 when a diester is placed in the active site. In such a case 
Lys328 can be altem atively stabilized by A spS l, a residue that is not available in  the w t 
AP because in such a case this residue is found bridg ing between Z n (II) and the 
M g 2’ centers (see Figure 1 A ). Lf a monoester o r an inorganic phosphate anión is placed 
in the active site Lys328 can make a hydrogen bond interaction w ith  a nonbridging 
oxygen atom o f  the phosphate group. But when the diester is present. the interaction 
established w ith  Asp51 displaces th is  residue m aking room fo r the a lky l group o f  the 
diester. As a result, Lys328, that was found in  the w t AP to  contribute to an inerease o f  
the energy barrier due to its unfavorable interaction w ith  the TS (see Figure 6) now 
makes a smaller positive eontribution. This is relleeted in  the diíTerenees between the 
averaged valúes o f  the interaction energy o f  residue 328 w ith  the reacting system at the 
transition and reactant States obtained fo r w l AP, E322Y .AP and other mutants 
represented in Figure 8.
wtAP
WBSk I K 328Y
VZZ7//.E322Y/K328Y
F ig u re  8. Averaged eontribution o f  the interaction energy o f  residue 328 w ith  the 
reacting system (S erl02  + M pNPP) lo  the energy barrier o f  hydrolysis o f  MpNPP 
eatalyrzed by w t AP and several mutants.
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Another intercsting ehange found in thc E322Y mutant is the eoordination o f  the 
covalent intermediate obtained in this reaction step. In the m utant after Crossing the TS 
región, the reaction proceeds w ith  the nucieophile leaving the eoordination shell o f  
Z n ( II)  and approaehing the methylphosphate group that remains bounded to Zn(I). Then 
the enzyme-methylphosphate intermediate is found in the eoordination shell o f  Z n (I) as 
shown in  Scheme II (E P  intermediate II). The deletion o f  the positive charge associated 
to the M g 3’ ion. absent in  the E322Y mutant. obviouslv favors the displacement o f  the 
nucieophile towards the phosphate group w hile this remains coordinated to Zn(I). Ih is  
eoordination o f  the covalent intermediate is d ifferent to that found in w t AP 
(intermediate I).
Conclusions obtained from  the study o f  E322Y mutation encouraged us to  analvze the 
consequences o f  an in silico m utation o f  Lys328. Th is residue stabilizes both the 
reactants and TS o f  mNBP hydrolysis in  A P  to a s im ilar extent, and the eontribution o f  
its interaction energy to the barrier. computed according to eq. 3. is o f  on ly  -1.1 
kcal m o r1, w h ile  the effect on the barrier fo r MpNPP hydrolysis is o f  26.8 kcal m o l'1, 
as observed in Figure 8. The small net eontribution to the monoesterase a c tiv ity  o f  
Lys328 is reflected in the fact that the mammalian and ycast APs have a histid inc 
inslead o f  lysine in that position.51* In addition E. colt AP mutants where Lys328 was 
substituted by histid ine (K 3 2 8 II)59"61 o r trvptophan (K 328W )6'*  have monoesterase 
activ ity . In agreement w ith  our find ings, the study o f the K328H AP mutant showed that 
the Lvs328 most probablv play an important ro le in  substrate and product b ind ing but 
its m utation does not reduce the catalytic properlies o f  E. cali AP.63 We then decided to 
study tlie efTect o f  the m utation o f  Lys328 on the diesterase activ ity  o f  E. coh. We 
considered replacing this lysine by a tyrosine, a residue o f  s im ilar size to h istid ine and 
containing an aromaiic ring  that can make favorable interactions w ith  methyl g roups/'1 
The free energy barrier obtained fo r the K.328Y AP mutant (12.ü kc a l'm o l'1) is smallcr 
to  that o f  w t A P  (13.5 kcal m ol"1) and very s im ilar to  that obtained fo r E322Y(12.1 
kcal m o l'1). The free energy barrier and averaged valúes o f  the bond to  be broken and 
the bond to be form ed are provided in Table 3. The TS structure is presented in  Figure 9 
and the eontribution o f  the interaction energy o f  residue Tyr328 w ith  the reacting 
system to the energy barrier is dcpicted in Figure 8. When Lys328 is mutated to 
tyrosine. this residue makes a smaller unlavorable eontribution to the energy barrier. 
resulting in an increased ac tiv ity  o f  K 328Y  AP w ith  diesters w ith  respect to the w1 AP 
(see Table 3). Tvr328 maintains a water-mediated interaction w ith  ,Aspl53, w hich in
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turns is hydrogen bonded to one o f  the water molecules o f  the eoordination shell o f  the 
M g 2' center. Th is ne tw ork o f  water-mediated interactions gives more room to the 
placement o f  the m ethyl group, espeeially al the TS, when the phosphate group must be 
inverted. as reflected in lhe larger distance between the water molecule coordinated to 
the M g ' ion and the esterified oxygen atom (0 3 ). As a result, the eontribution o f  the 
interaction energy o f  the mutated residue w ith  the reacting system makes on ly a small 
positive eontribution to the energy barrier and the mutant is apparently more e ffic ient 
than w t AP to catalyze the hydrolysis o f  MpNPP. It must be noted again that our 
calculations refer to the free energy barrier estimated from  the M ichaelis complex and 
then to kan. W e have not evaluated the consequences o f  the mutation on the b ind ing free 
energy but, as cxplaincd above, APs com ing from  different organism and AP mutants 
presenting d ifferent amino acids at this position retain the a b ility  to  catalyze the 
hydrolysis o f  phosphomonoesters.
One important difference found between the reaction mechanisms determined in K328Y 
AP and in w t or F.322Y APs is the eoordination o f  the covalent enzyme- 
methylphosphate intermediate complex. As cxplaincd above, this intermediate remains 
bounded to Z n (I) and Z n (II)  in the case o f  w t AP (E P intermediate I in  Scheme I I )  and 
on ly  to Z n (I)  in  the case o f  E333Y mutant (E P intermediate II in Scheme II). In the 
K 328Y  A P  m u tan t the methylphosphate group leaves the eoordination shell o f  Z n (I) 
and approaches S erl02 to  fo rm  the new P-Onuc bond. The covalent intermediate formed 
is then coordinated to Z n ( I l)  instead o f  Z n (I) as shown in Scheme II (intermediate III) . 
lh e  obtained covalent intermedíale is then more buried in to  lhe active site and this 
cou ld a lfec l the rale o f  lhe subsequent hydrolysis slep. w hich leads to the regenerated 
enzvme and the corresponding phosphomonoester. Accord ing to these ftndings I,ys328 
cou ld play an important role anchoring the phosphate group in the eoordination shell o f  
Z n (I), eventually forc ing the nucieophile to unbound from  Zn(II).
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MpNPP
!¿S«r102
212
Tyr328 1 72'
Asp153
Figure 9. Representativo snapshots o f  lhe TSs fo r lhe reaction o f hydrolysis o f  MpNPP 
in  tire active site o f  K 328Y  A I1 (le ft) and K328Y/E 322Y  A l '  (r igh l) Averaged distances
are g iven in  A .
As shown above, specific ity fo r a monoesterase o r a diesterase activ ity  could be the 
consequence o f  the interactions established through the oxygen atoms o f  the phosphate 
group and especially w ith  the oxygen atom that bears an a lkv l group when the substrate 
is a diester (0 3 ). When a monoester is placed in the active site o f  w t A l’  this oxygen 
atom can establish interactions w ith  the water molecules present in the eoordination 
shell o f  the M g "1 and w ith  I,ys328 Obviously, the next step in our analysis o f  the 
consequences o f  in silico  mutalions in  the diesterase activ ity  o f AP is to earry out a 
double m utation in w hich these two interactions disappear. lh e  double A l3 mutant 
E 322Y /K 328Y  is the natural choice. We obtained the PMF corresponding to the 
hydrolysis o f  M pNPP in the active site o f  th is mutant The free energy harrier is smaller 
than in any o f  the single mutants (see Table 3). The TS fo r lhe reaction o f  the 
phosphodiesler hydrolysis in  this double mutant is shown in Figure 9 together w ith  
some key averaged distances In this case, Tyr328 establishcs a water-mediated 
interaction w ith  A sp5 l Th is residue was ong ina lly  bridgm g between the Z n ( l l)  and the 
M g" centers, but when the M g" ion disappcars it is hydrogen bonded to residue 328 
(as found in lhe E322Y and E 322Y /K 328Y  mutants). In tire double mutant, this 
interaction provokes a rotation o f  the side cham o f Tyr328 at thc TS, con fron ting thc 
aromatic ring to the m ethvl group in  such a way that now', the eontribution o f  the 
interaction energy o f  this residue w ith  the reacting system reduces thc energy barrier (as 
seen in  Figure 8). E ffective ly  the nel eontribution o f  residue 328, measured as the
MpNPP
Tyr328
Tyr322
Asp153|
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difference o f  the averaged interaction energics obtained at the TS and the reactant state, 
is negative in th is  case, which means that the interaction is more stab iliz ing  at the TS 
than at the reactant state. It is also interesting to  note that in  this double m utant the 
position o f  the TS and the reactants state along the reaction coordínate is shiíted loward 
more negative valúes. This displacement could be the consequence o f  the e lim ina tion  o f  
three positive eharges and on ly  one negative charge in the active site when the tw o  
mutations are performed together. In this environment. it  is more d iff ic u lt to  keep the 
tw o  negative reacting fragments cióse to each other. l i t is  effect is obviously 
compensated when the system reaches the TS and the transferred methylphosphate 
group establishes a hydrogen bond w ith  the amide group o f  S erl02 and the a lky l group 
can be better accommodated resulting in a reduced free energy barrier. A fte r reaching 
the TS this reaction step is completcd when the methylphosphate group leaves the 
eoordination shell o f  Z n ( l)  and approaches S erl02  w hich remains bounded to Z n (Il)  
(E  P intermediate I I I  in  Scheme II) . This result w ou ld  eonfirm  the proposed ro le o f  
I-ys328 contributing to  anchor the phosphate group in the eoordination shell o f  7.n(I).
4. C onrlusions
We have analyzed the hydrolysis reaction o f  a phosphodiester (M pN P P ) in the active 
site o f  a phosphomonoesterase (A P ) and severa! mutants in order to understand the 
o rig in  o f  the prom iscuity shown by the enzymes that belong to the AP superfam ily. 
H vb rid  Q M /M M  M D  simulations provide atom istic details o f  the reaclions that can be 
used to ra tionalize the o rig in  o f  th is prom iscuity and then to trace the path fo llow e d  by 
evo lu tion to  specialize different enzymes in the catalysis o f  d iffe ren t reactions or 
d iffe ren t substrates.
The firs t general conclusión, by comparison w ith  our previous studies. is that alkaline 
hydrolysis o f  MpNPP takes place fo llo w in g  d ilfe ren t mechanisms in aqueous solution 
and in the active sites o f  tw o  d iffe ren t members o f  the AP superfam ily. 'Ihus, the 
reaction meehanism is associative in aqueous solution and dissociative in thc tw o 
enzymes, a monoesterase (A P ) and a diesterase (NPP). The free energy barrier obtained 
fo r the reaction in AP lies in  between the valué obtained in aqueous solution and in 
NPP. in agreement w ith  the experimental observation that AP is able to catalyze the 
reaction bul not as e ffic ie n tly  as the natural phosphodiesterase. NPP. A ccord ing to our 
mechanistic find ings, the a b ilily  shown by AP to  catalyze the hydrolysis o f  both mono
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and diesters is not really a prom iscuity o f  reaction, since the nature o f  the reaction 
mechanisms remains unaltcrcd in both cases. The enzyme does not adapt the active site 
to dilTerent transition struetures to stabilize them. Insteail. our Q M /M M  studies support 
a picture o f  the evo lu tion o f  the AP superfam ily in w hich the reaction meehanism is 
maintained fo r d ifferent substrates.
The analysis based in our Q M /M M  models supports the hypothesis o f  Herschlag and 
cow orke rs " on the ro le o f  the interactions w ith  oxygen atoms o f  the phosphate group as 
the source o f  specific ity w ith  respect to phosphomonoesters o r phospliodiesters. 'lh e  
interactions established by one o f  the oxygen atoms o f  the phosphate group w ith  the 
eoordination shell o f  the M g :< ion and w ith  Lys328 could be decisive to  differentiate 
between monocsters and diesters. Strong hydrogen bond interactions are found on lv 
when thc oxygen atom o f  the phosphate group placed in the surroundings o f  these 
residues does not bear an a lky l group, this is fo r monoesters. Ih is  explanation was 
tested writh  different AP mutants: E322Y, which does not hound M g: ' ions. K 328Y . 
where Lys328 is mutated to an uncharged residue and the double mutant E322Y/K 328Y . 
where both cffeets are combined. O nly thc firs t m utajit has been experimental ly  studied. 
find in g  that thc monoesterase activ ity  is dram atically dim inished when compared to thc 
w t AP w h ile  lhe diesterase activ ity  is s ligh tlv  augmented. O ur results explain these 
changes associated to the mutation because deletion o f  the M g ‘ ion does not on ly 
elim ínate the water molecules o f  its eoordination shell. d im in ish ing the monoesterase 
activ ity . but also provokes a displacement o f  Lys328, a residue that contributes to 
inerease the energy barrier when the substrate is a diester. íncreasing then lhe diesterase 
activ ity .
In addition. the results o f  our simulations can be also used to explain the a b ility  o f  this 
enzyme to  catalyze the hydrolysis o f  d ifferent substrates having very d ifferent leaving 
groups (substrate prom iscuity). We show, here and in previous studies w ith  other 
leaving groups, that the charge on the leaving group at the TS can be stabilized in 
d iffe rent fom is: by means o f  the Z n (I) ion or by means o f  other residues placed at the 
outer side o f  the active site (such as I.y s l6 7 ) depending on the nature o f  the leaving 
group.
A ll in  a ll, these ftndings reveal the molecular basis o f  the evolution in thc AP 
superfam ily: enzymes evolved from  a common ancestor display preferenlial activ ity  fo r 
diesters or monoesters by means o f  speeific interactions that do not involve lhe zinc
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sites, but conserved promiscuous a c tiv ity  because the reaction meehanism. based on the 
characteristics o f  the bim etallo  active site, is maintained.
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Figure S12. PMFs fo r lh e  breaking o f  the P-Oi,¡ bond o f  m NU P in w t and E322Y APs.
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